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1. DISCAPACIDAD INTELECTUAL  
1.1 Definición 
La organización mundial de la salud (OMS, 1992; versión electronica 8ª 
edición 2009) en su décima revisión de Clasificación Estadística 
Internacional de Enfermedades y Problemas relacionados con la Salud (CIE-
10) define la deficiencia mental o discapacidad intelectual (DI) como: 
  
Un trastorno definido por la presencia de un desarrollo mental incompleto 
o detenido, caracterizado principalmente por el deterioro de las funciones 
concretas de cada época del desarrollo y que contribuyen al nivel global de 
inteligencia, tales como las funciones cognitivas, las del lenguaje, las 
motrices y la socialización. 
La adaptación al ambiente está siempre afectada. La determinación del 
grado de desarrollo del nivel intelectual debe basarse en toda la 
información disponible incluyendo las manifestaciones clínicas, el 
comportamiento adaptativo del medio cultural del individuo y los hallazgos 
psicométricos. 
 
Uno de los criterios para diagnosticar la DI es tener un coeficiente intelectual 
(CI) inferior o igual a 70, es decir, significativamente por debajo de la 
media, donde la media poblacional es 100 y la desviación típica es 15 
(Stevenson RE et al., 1992). El uso de este criterio para diagnosticar la DI 
tiene muchas dificultades desde la práctica clínica, puesto que el resultado    
del CI obtenido puede verse influenciado por muchos otros factores como 
pueden ser: las características socioeconómicas, las características del núcleo 
sociofamiliar, el idioma, el profesional que realiza el test, etc. Además, 
medir el CI a niños menores de 5 años es casi imposible, y en estos niños el 
diagnóstico se realiza según la apreciación de los profesionales si el niño 
tiene algún tipo de retraso del desarrollo.  
 
Recientemente se ha publicado la “Guía de intervención mhGAP para 
transtornos mentales y neurológicos” que ayuda a los profesionales a evaluar 
y actuar ante pacientes con transtornos como la discapacidad intelectual 
(OMS, 2011). 
 
1.2 Clasificación y prevalencia 
Atendiendo al  criterio del CI se clasifica el grado de DI en leve, moderado, 





Leve: individuos que presentan un coeficiente intelectual aproximado de 50 
a 69. 
Moderado: individuos que presentan un coeficiente intelectual aproximado 
de 35 a 49. 
Grave: Individuos que presentan un coeficiente intelectual aproximado de 20 
a 35. 
Profundo: Individuos que presentan un coeficiente intelectual inferior a 20. 
 
Otra clasificación que se puede realizar en los individuos diagnosticados de 
DI es según si presentan una forma sindrómica de DI o una forma no-
sindrómica de DI.  
- Un individuo presenta una forma de DI sindrómica cuando la DI que 
padece estar asociada a otras anomalías físicas y de comportamiento 
como pueden ser rasgos dismórficos, anomalías congénitas o retraso 
en el desarrollo psicomotor.  
- Un individuo presenta una forma de DI no-sindrómica cuando su 
única manifestación es la DI.  
 
 
La DI representa una de las causas de minusvalía más frecuente en niños. 
Afecta a cuatro de cada mil nacimientos en su forma más grave, aunque la 


























2. CAUSAS CONOCIDAS DE LA DISCAPACIDAD 
INTELECTUAL 
 
La etiología de la DI es muy heterogénea y variada. Se estima que la mitad 
de los casos son de origen genético y la otra mitad de origen ambiental 
(Figura 1). En global, solo se conoce la causa de la DI en la mitad de los 
individuos que la presentan, aunque a medida que pasan los años, se va 
reduciendo la porción de casos de DI idiopática (Curry et al., 1997; Ropers, 
2010). 
2.1 Causas de origen ambiental 
Las causas de origen ambiental son aquellos factores externos que pueden 
dañar el sistema nervioso central del individuo durante la fase prenatal, 
perinatal o postnatal. Estos factores externos pueden ser: 
 
- Químicos: sustancias tóxicas a las que están expuestos durante el 
periodo prenatal. (ej.:  alcohol, drogas...) 
- Radiológicos: exposición a los rayos X durante el periodo prenatal. 
- Nutricionales: malnutrición, deficiencia de yodo en la fase prenatal. 
- Infecciosos: rubeola, citomegalovirus en la fase prenatal o  
meningitis en la fase postnatal. 
- Inmunológicos: incompatibilidad del factor Rh. 
- Isquemias cerebrales en la fase perinatal 
2.2 Causas de origen genético 
Las causas de origen genético incluyen tanto enfermedades monogénicas 
como anomalías cromosómicas.  
 
2.2.1 Enfermedades monogénicas 
Una mutación en un gen puede hacer que disminuya su función proteica y 
causar discapacidad intelectual. Dependiendo del gen mutado, del tipo de 
mutación y la repercusión que tenga en la función proteica, el tipo de DI 
puede ser diferente. Algunos ejemplos de mutaciones en genes que causan 
DI son: 
 
- DI autosómica dominante: una mutación en el gen CREBBP localizado 
en 16p13.3 provoca el síndrome de Rubinstein-Taybi caracterizado por 
retraso en el desarrollo, rasgos faciales característicos, pulgar ancho y 
dedos de los pies largos (Petrij et al., 1995). 
- DI autosómica recesiva: mutaciones en las dos copias de genes que 
producen enzimas metabólicas pueden causar desordenes metabólicos 




PKU fenilcetonuria, las cuales producen un déficit de fenilanina 
hidroxilasa causando la DI autosómica recesiva más frecuente. 
- DI ligada al cromosoma X: mutaciones en genes localizados en el 
cromosoma X como  MECP2, FMR1, FMR2, PAK3, etc. son causantes 
de discapacidad intelectual (Chiurazzi et al., 2001; Kleefstra and Hamel, 
2005a).  
 
La causa conocida de DI monogénica más frecuente en la población es el 
síndrome del cromosoma X-frágil (mutaciones en el gen FMR1) responsable 
del 1-2% de los casos (Rooms et al., 2005).   
 
2.2.2 Anomalías cromosómicas 
Las anomalías cromosómicas que causan discapacidad intelectual, pueden 
ser tanto numéricas (falta o exceso de un cromosoma completo), como 
estructurales con pérdida o ganancia de material cromosómico (falta o 
exceso de una región cromosómica).  
- Las numéricas son aquellas en donde la causa de discapacidad 
intelectual se produce por la ganancia (poliploidía) o la pérdida 
(monosomía) de un cromosoma entero. Existen 3 poliploidías 
autosómicas viables, es decir, que pueden nacer niños con esta patología, 
que son la trisomía 21 (Síndrome de Down), la trisomía 13 (Síndrome de 
Patau) y la trisomía 18 (Síndrome de Edwards), siendo la trisomía 21 la 
causa más común de DI de origen genético estimada en 5-16% de los 
casos (Rooms et al., 2005). Cualquier monosomía completa de otros 
cromosomas autosómicos es inviable, el feto muere antes de nacer, a no 
ser que dicha monosomía se encuentre en mosaico. 
Las aneuploidías del cromosoma X más frecuentes son la monosomía X 
o síndrome de Turner (45,X), la triple X (47,XXX) y el síndrome de 
Klinefelter en varones (47,XXY). Todas ellas pueden asociar 
discapacidad intelectual aunque no en todos los casos. Pero un mayor 
número de copias del cromosoma X (48,XXXX o 48,XXXY) aumenta la 
probabilidad de presentar DI, siendo de mayor gravedad cuando mayor 
es el número de copias del cromosoma X. 
  
- Las anomalías cromosómicas estructurales se pueden dividir en dos 
subtipos: anomalías estructurales desequilibradas y anomalías 
estructurales equilibradas. 
 
o Las anomalías estructurales desequilibradas se producen cuando un 
fragmento de un cromosoma se pierde o se duplica. Estos fragmentos 
pueden ser relativamente grandes y pueden detectarse mediante 
técnicas de citogenética convencionales, o por el contrario, ser 




mediante estas técnicas, como ocurre con muchos de los 
reordenamientos que implican a los extremos de los cromosomas 
(Knight et al., 2000a), o los reordenamientos producidos por 
recombinación homóloga no alélica entre dos duplicaciones 
segmentarias con un grado de homología alto (Lupski, 2003). Los 
reordenamientos que están por debajo del límite de resolución de las 
técnicas de citogenética convencional, se conocen como 
reordenamientos submicroscópicos o crípticos. 
 
o Las anomalías estructurales equilibradas que producen DI se debe 
principalmente a dos situaciones. Por una parte dicho reordenamiento 
puede producir una interrupción en un gen implicado en el 
neurodesarrollo, y por otra parte, el reordenamiento puede alterar los 
niveles de expresión de genes cercanos al punto de rotura por un 


































Causas ambientales Causa desconocida, presuntamente por causas ambientales
Causa desconocida, presuntamente por causas genéticas Causas metabólicas
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3. TIPOS DE REORDENAMIENTOS SUBMICROSCÓPICOS 
Podemos distinguir dos tipos de reordenamientos crípticos, dependiendo de 
la situación en el cromosoma: 
 
- Reordenamientos crípticos subteloméricos: son los que implican a 
los extremos de los cromosomas. 
 
- Reordenamientos crípticos intersticiales: se producen en toda la zona 
intersticial de los cromosomas. 
 
Ambos tipos de reordenamientos están favorecidos por la presencia de 
secuencias repetidas en bajo número de copias presentes en todo el genóma 
(Venter et al., 2001). 
 
 
3.1 Reordenamientos crípticos subteloméricos 
El final de los cromosomas está formado por una región telomérica y una 
región subtelomérica, las cuales se organizan en dominios. Estos dominios 
están formados por familias de ADN repetitivo que pueden ser idénticos en 
diferentes cromosomas no homólogos, y esta homología es mayor cuanto 
más cercanas estén al extremo cromosómico, es decir, en la región 
telomérica (Brown et al., 1990). Se conoce que los dominios teloméricos 
juegan un papel importante en la longevidad de la célula,  mientras que los 
dominios subteloméricos son regiones ricas en genes funcionales (Saccone et 
al., 1992). 
El hecho que los dominios subteloméricos presenten un alto grado de 
homología entre cromosomas no homólogos (95%) y además estas regiones 
sean ricas en genes, las hace particularmente importantes. El alto grado de 
homología puede favorecer la recombinación y el intercambio de material 
entre cromosomas no homólogos, y la segregación posterior de estos 
cromosomas recombinantes, puede dar lugar a pérdidas y/o ganancias de 
toda una región subtelomérica con todos los genes que ella incluye. 
Aunque el tamaño y la complejidad de estos dominios subteloméricos los 
hace muy difíciles de analizar a nivel molecular, se han desarrollado 
diferentes técnicas para poder estudiar estas regiones.  
 
Hoy en día, son muchos los síndromes descritos causantes de DI por la 







Tabla 1: Relación de algunos síndromes clásicos causados por la pérdida de regiones 
subteloméricas. 
 
Telómero delecionado  Síndrome Referencia OMIM 
1p36 S. monosomía 1p36 607872 
4p16.3 S. Wolf-Hirschhorn 606026 
5p15.2 S. Cri-du-chat 123450 
16pter-p13.3 ATR-16 141750 
17p13.3 S. Miller-Dieker  247200 
  
Los reordenamientos que implican a los telómeros a menudo son 
reordenamientos crípticos no detectables por técnicas de citogenética 
convencional. Para poder detectar estos reordenamientos, se han aplicado 
otros tipos de técnicas como: el análisis mediante marcadores microsatélite,  
la hibridación in situ fluorescente (FISH) con sondas para todas las regiones 
subteloméricas, la amplificación múltiple de sondas dependientes de ligación 
(MLPA) entre otras. La mayoría de estas metodologías han aparecido de 
forma secuencial a lo largo de la última década. 
Se estima que este tipo de reordenamientos crípticos causan entre un 5-10% 
de la DI sindrómica (Knight et al., 1999; Holinski-Feder et al., 2000; Hila et 
al., 2009; Pohovski et al., 2013). 
 
 
3.2 Reordenamientos intersticiales 
Se estima que más del 5% del genoma humano está integrado por secuencias 
repetidas en bajo número de copias. Muchas de estas secuencias constituyen 
duplicaciones segmentarias de entre 10 y 500 kb, que presentan un alto 
grado de homología (95%). A pesar de que su distribución no es aleatoria, 
podemos encontrarlas en cualquier parte del genoma (Venter et al., 2001; 
Carvalho et al., 2010). Estas secuencias predisponen a mutaciones 
genómicas o reordenamientos intersticiales recurrentes (deleciones, 
duplicaciones e inversiones) mediadas por recombinación homóloga no 
alélica (Lupski, 2003; Carvalho et al., 2010). Tanto las variantes en número 
de cópias, tambien conocidas como CNVs, como las inversiones pueden 
influir en la expresión de genes por perdida, ganancia o por la disrupción 
especifica de los mismos (Buckland, 2003). Existen enfermedades genéticas 
causadas por reordenamientos genómicos recurrentes cuya incidencia global 
se supone que supera uno de cada 1.000 recién nacidos. Entre estas 
enfermedades se encuentran los síndromes de microdeleción y de 







Tabla 2: Relación de síndromes que cursan con discapacidad intelectual causados 
por microdeleciones o microduplicaciones intersticiales. 
 
Región cromosómica  Síndrome Referencia OMIM 
22q11.2 DiGeorge 188400 
7q11.23 Williams-Beuren 194050 
15q11-q13 Prader-Willi/Angelman 600162 
17p11.2 Smith-Magenis 182290 




Sin embargo las CNVs tambien pueden ser consideradas como variantes 
polimórficas sin repercusión fenotípica (Iafrate et al., 2004; Redon et al., 
2006), bien porque los genes contenidos en ellas no son sensibles a dosis o 






4. TÉCNICAS PARA LA DETECCIÓN DE REORDENAMIENTOS 
SUBMICROSCÓPICOS  
 
Las técnicas de citogenética convencional permiten detectar reordenamientos 
cromosómicos relativamente grandes. Pero cuando estos reordenamiento 
escapan a la resolución de la citogenética convencional (5-10 Mb), debemos 
utilizar técnicas con un nivel de resolución mayor o técnicas que nos ayuden 
a detectar puntualmente la presencia o ausencia de fragmentos de ADN. Son 
muchas las técnicas que han sido y están siendo utilizadas para la detección 
de este tipo de reordenamientos. Algunos ejemplos son:  
 
- Análisis de segregación mediante marcadores microsatélite.  
- Hibridación in situ fluorescente (FISH). 
- Hibridación genómica comparada de alta resolución sobre metafases 
(HR-CGH). 
- FISH multicolor: Múltiple-FISH (M-FISH) y Cariotipo espectral (SKY). 
- Amplificación múltiple con sondas dependientes de hibridación 
(MAPH).  
- Amplificación múltiple de sondas dependientes de ligación (MLPA).  
- Hibridación genómica comparada sobre array (CGH-array).  
4.1 Análisis de segregación mediante marcadores polimórficos  
La técnica se basa en la utilización de regiones polimórficas hipervariables 
de ADN. Mediante un análisis de segregación, se compara el patrón de 
bandas obtenido del ADN del paciente con el patrón de bandas obtenido del 
ADN de los progenitores, pudiendo deducir pérdidas alélicas, ganancias 
alélicas o presencia de alelos de un solo progenitor, en caso que el marcador 
sea informativo. 
En 1993 Wilkie aplicó esta técnica a la búsqueda de anomalías 
cromosómicas crípticas en pacientes con discapacidad intelectual 
inespecífica, utilizando un conjunto de polimorfismos hipervariables que 
cubrían todas las regiones subteloméricas (Wilkie, 1993).    
 
4.2 Hibridación in situ fluorescente (FISH) 
La técnica FISH permite marcar cromosomas enteros o porciones de éstos 
mediante la hibridación de sondas fluorescentes  que se unen a secuencias 
específicas. Se pueden diferenciar cuatro tipos de sondas FISH comerciales: 
sondas específicas de gen o locus, sondas centroméricas, sondas 




De todas ellas, las sondas más utilizadas para la búsqueda de 
reordenamientos cromosómicos submicroscópicos son las sondas de 
secuencia única (LSI), entre las que se incluyen las sondas subteloméricas.  
 
- Sondas específicas de gen o locus (LSI): Estas sondas son específicas 
para un locus determinado. Tienen un tamaño de 0,8-1 Mb si se utilizan 
vectores de clonación de tipo BACs (Cromosomas Artificiales de 
Bacteria) y YACs (Cromosomas Artificiales de Levadura). Mediante 
estas sondas podemos detectar reordenamientos estructurales de genes o 
de regiones cromosómicas concretas, además de identificar deleciones y 
duplicaciones submicroscópicas. La aplicación de estas sondas requiere 
tener la sospecha previa de la implicación de la región a estudiar.  
 
- Sondas subteloméricas: son sondas de ADN que se unen a secuencias 
específicas en la región subtelomérica. La longitud de estas sondas varía 
dependiendo de la región (30-120 kb). Existen disponibles grupos de 
sondas que permiten identificar todas las regiones subteloméricas a 
excepción de los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos. 
Estas sondas se utilizan para la búsqueda de reordenamientos 
subteloméricos crípticos.  
 


















Figura 2: Hibridación in situ fluorescente sobre células en metafase: a) con sondas 
teloméricas (fluorocromo verde, rojo y naranja)  y centromérica (fluorocromo 













4.3 Hibridación genómica comparada de alta resolución (HR-
CGH) 
La técnica de la CGH sobre metafases fue descrita en 1992 por Kallioniemi 
y permite el rastreo de anomalías cromosómicas en todo el genoma mediante 
una única hibridación, con una resolución de entre 3-10 Mb (Kallioniemi et 
al., 1992). 
Esta técnica consiste en marcar dos ADNs genómicos, uno perteneciente a la 
muestra problema y el otro a un individuo control, con fluorocromos 
distintos y co-hibridar ambos ADNs marcados en presencia de ADN cot-1 
sobre una extensión cromosómica de un individuo normal. Durante esta 
hibridación, los dos ADNs entran en competición para hibridar sobre el 
ADN de los cromosomas en metafase. El análisis se realiza mediante un 
software específico para la CGH mediante el cual, inicialmente se obtenía un 
nivel de resolución similar al del cariotipo convencional. Posteriormente en 
1999 Kirchhoff modifica el software utilizado para la CGH convencional,  
consiguiendo una CGH de alta resolución, con una sensibilidad de hasta 3 
Mb (Kirchhoff et al., 1999). 
 
4.4 FISH multicolor: Múltiple-FISH (M-FISH) y Cariotipo 
espectral (SKY) 
Ambas técnicas se describen simultáneamente en el tiempo. En 1996 
Speicher describe la técnica M-FISH (Speicher et al., 1996) y en el mismo 
año Schröck describe la técnica SKY (Schrock et al., 1996). Ambas técnicas 
se basan en el empleo simultaneo de un cóctel de 24 mezclas de sondas de 
pintado cromosómico, marcadas con distintas combinaciones de 
fluorocromos que hibridan en todos los cromosomas de una misma metafase, 
permitiendo una rápida identificación de todos los cromosomas. Se obtiene 
un cariotipo de colores que permite detectar y clasificar alteraciones 
numéricas y estructurales intercromosómicas, puesto que provocan un 
cambio en el patrón característico de pintado de cada cromosoma. Ambas 
técnicas tienen una resolución de aproximadamente 1 Mb y la diferencia 
entre ellas está en el modo de adquisición y análisis de las imágenes. 
 
4.5 Amplificación múltiple con sondas dependientes de 
hibridación (MAPH) 
Esta técnica descrita por Armour en el año 2000 se basa en la fijación de 1g 
de ADN genómico sobre una membrana de Nylon y la posterior hibridación 




(Armour et al., 2000). Adyacente a cada uno de los extremos de las sondas, 
se encuentran unos cebadores universales marcados con fluorescencia. Tras 
unos lavados y una posterior desnaturalización, se amplifican las sondas que 
han hibridado con los cebadores universales y se realiza una separación de 
los fragmentos mediante electroforesis capilar. Se compara la intensidad 
relativa de los picos para determinar el número de copias que han hibridado.  
Mediante esta técnica podemos analizar 40 secuencias diferentes (figura 3).  
 
 
Figura 3: Esquema sobre el procedimiento de la técnica MAPH. 
4.6 Amplificación múltiple de sondas dependientes de ligación 
(MLPA) 
En 2002 Schouten y colaboradores describen la técnica del MLPA (Schouten 
et al., 2002). Esta técnica (similar al MAPH) consiste en la identificación de 
secuencias diana por la hibridación de dos secuencias adyacentes que 
posteriormente se unen tras un proceso de ligación. Ambas sondas están 
unidas a cebadores universales y una de ellas presenta también una secuencia 
de relleno de longitud variable, de tal forma que en una misma reacción 
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hibridación y ligación, estas sondas son amplificadas mediante PCR con los 
cebadores universales.  
Posteriormente, mediante electroforesis capilar, se separan los diferentes 
fragmentos de sondas amplificadas. El área de los picos de cada producto 
amplificado refleja el número de copias de cada secuencia diana, pudiendo 
detectar duplicaciones y deleciones de regiones concretas (figura 4).  
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•Cada sonda MLPA consiste en dos oligonucleótidos, uno sintético y otro 
derivado de M13.
• La secuencia de relleno tiene un tamaño diferente en cada sonda.
•Los dos pares de cada sonda hibridan a secuencias 
diana adyacentes.
•Los dos partes de cada sonda hibridada se ligan por 
una ligasa termoestable.
•Todos los productos ligados se amplifican por PCR usando 









Esta técnica, al igual que el MAPH, se aplica para el diagnóstico de 
diferentes enfermedades como las referidas en el punto 3 de la introducción, 
que se basa en la detección de pérdidas o ganancias de fragmentos de ADN.  
 
4.7 CGH basado en Array 
Con la aparición de las primeras matrices o arrays de clones derivados de 
cromosomas humanos (BAC/PAC), se empezó a aplicar la técnica de la 
CGH en este tipo de soportes. Solinas-Toldo en 1997 fue el primero que 
aplicó la CGH a las matrices de BACs mejorando así la resolución de la 
CGH convencional y la HR-CGH, pudiendo valorar la dosis de las 
secuencias correspondientes a los clones incluidos en la matriz (Solinas-
Toldo et al., 1997).  
 
La hibridación genómica comparada sobre arrays o CGH-array se basa en el 
mismo principio de una CGH convencional, con la diferencia de que los 
cromosomas en metafase son sustituidos por fragmentos de ADN de 
localización conocida, fijados a un soporte formando una matriz.  
Las matrices pueden estar formadas tanto por cromosomas artificiales de 
bacterias (BACs), como por secuencias generadas por PCR, como clones de 
cDNA o incluso por oligonucleótidos. Además, dependiendo de las 
secuencias que incorporen estas matrices, el array puede analizar 
cromosomas enteros (Albertson and Pinkel, 2003; Bruder et al., 2001), 
porciones de cromosomas (Yu et al., 2003), regiones específicas como las 
subteloméricas (Veltman et al., 2002) o rastrear el genoma completo 





5. UN PASEO HISTÓRICO EN LA BÚSQUEDA DE 
REORDENAMIENTOS SUBMICROSCÓPICOS EN 
PACIENTES CON DISCAPACIDAD INTELECTUAL 
5.1 Reordenamiento subteloméricos 
El primer estudio de búsqueda de reordenamientos subteloméricos en una 
serie de individuos con DI idiopática fue realizado en 1995 (Flint et al., 
1995) utilizando marcadores de ADN polimórficos subteloméricos. Se 
detectaron deleciones y duplicaciones teloméricas analizando variantes de 
repetición del número de copias (VNTR), mediante Southern Blot, 
comparando el patrón de los marcadores entre padres e hijos. En este trabajo 
se estimó que los reordenamientos subteloméricos podían causar el 3% de 
los casos de DI idiopática.  
En 1996 se completo el primer grupo de sondas FISH marcadas con 
fluorocromos localizadas a 300 kb de las repeticiones teloméricas  (National 
Institutes of Health, 1996), que  posteriormente fue mejorado por Knight 
(Knight and Flint, 2000). Aplicar la técnica de FISH con este grupo de 
sondas fluorescentes permitía detectar cualquier reordenamiento de las 
regiones teloméricas de todos los cromosomas a excepción de los brazos 
cortos de los cromosomas acrocéntricos. Uno de los primeros estudios de 
FISH subtelomérico realizado en una serie de pacientes con discapacidad 
intelectual fue el estudio de Knight. Estudió 284 pacientes con DI moderada-
severa y 182 pacientes con DI leve. El resultado fue la detección de un 7,4% 
de reordenamientos subteloméricos en pacientes con DI moderada-severa y 
un 0,5% en pacientes con DI leve (Knight et al., 1999).  
En el año 2001 se realizó un estudio de búsqueda de reordenamientos 
subteloméricos mediante marcadores microsatélite fluorescentes de forma 
automatizada para detectar translocaciones desequilibradas y disomías 
uniparentales (Colleaux et al., 2001). Pero en este trabajo, Colleaux se 
encontró con el inconveniente de la falta de resultados para algunos 
telómeros en el estudio de algunos pacientes, debido a la escasez de 
marcadores microsatélite en las regiones subteloméricas y a la falta de 
informatividad.  
Con la descripción en 2000 de la técnica MAPH, Sismani en 2001 empleó 
esta técnica para la detección de reordenamientos subteloméricos (Sismani et 
al., 2001). Pero fueron pocas las series estudiadas mediante esta técnica.  
En el año 2002, Veltman diseñó un array específico de regiones 
subteloméricas (Veltman et al., 2002). Y dos años después, en el 2004 
Harada utilizó esta técnica para la detección de reordenamientos 
subteloméricos en una serie con 69 pacientes (Harada et al., 2004). 
En 2004, dos años después de la descripción de la técnica MLPA, Koolen 




técnica para la detección de reordenamientos subteloméricos. Estudió una 
serie de 210 pacientes obteniendo al final un 6,7% de individuos con 
alteraciones en estas regiones (Koolen et al., 2004).  
 
Han sido muchos los estudios publicados para la búsqueda de estos 
reordenamientos subteloméricos como causa de DI. A medida que han 
aparecido nuevas tecnologías, se ha ido variando la técnica para su 
detección. Si sumamos los pacientes de las series publicadas hasta el 2011, 
en total se han estudiado al menos 31.841 pacientes con un porcentaje medio 
de detección de 6,9%. La técnica más utilizada para la búsqueda de este tipo 
de reordenamientos es la técnica del FISH, mediante la cual se han estudiado 
17.824 pacientes con un porcentaje de detección de 7,3% (tabla 25). 
 
5.2 Reordenamiento intersticiales 
Una de las primeras técnicas que se utilizó para la búsqueda de 
reordenamientos intersticiales fue la técnica de FISH, en aquellas regiones 
conocidas, propensas a sufrir reordenamientos (ver 3.2 Introducción). Pero 
posteriormente, gracias al desarrollo de técnicas de CGH basadas en arrays, 
se empezó a detectar reordenamientos no descritos. En 2003 Vissers publicó 
una de las primeras series de rastreo de desequilibrios genómicos en 
pacientes con discapacidad intelectual y rasgos dismórficos. Utilizó la 
técnica CGH basada en array de clones BACs obteniendo un porcentaje de 
detección de alteraciones del 10% (Vissers et al., 2003). Posteriormente se 
han ido publicando otras series con la misma tecnología pero con 
plataformas de arrays diferentes y porcentajes de detección de alteraciones 
entre el 10 y el 25% (Shaw-Smith et al., 2004; Schoumans et al., 2005; 
Rosenberg et al., 2006; Fan et al., 2007; Hayashi et al., 2011). 
 
Se están identificando una gran cantidad de variantes de dosis patológicas, 
pero también polimórficas, es decir, se han encontrado variantes de dosis en 
población normal sin repercusión clínica aparente (Redon et al., 2006; 
Iafrate et al., 2004). A día de hoy, se han descrito más de 3.500 variantes 
polimórficas, que implican a más del 5% de todo el genoma y se encuentran 








6. CONOCIENDO EL GENOMA  
 
Los estudios realizados en pacientes con DI para la búsqueda de estos 
reordenamientos, así como los estudios realizados en población control, nos 
muestran la existencia de una gran cantidad de variantes del número de 
copias (CNVs) en el genoma. Estas CNVs, se clasifican en diferentes 
categorias: 
- CNVs causantes de patologia. 
- CNVs polimórficas sin repercusión fenotípica. 
- CNVs de significado incierto. 
 
No resulta fácil clasificar las CNVs detectadas en los pacientes, puesto que 
en algunos casos dichas variantes son únicas y no se han descrito en otros 
pacientes, o son heredadas de un progenitor sano el cual no presenta clínica, 
o se ha detectado tanto en estudios de individuos con DI como en estudios de 
población control. Por ello, debemos conocer más a fondo este tipo de 
variantes, para poder clasificarlas adecuadamente y poder dar un diagnóstico 
a los pacientes y un consejo genético a las familias afectadas. 
 
Todo ello, nos hace pensar que la arquitectura del genoma es mucho más 
dinámica de lo que se pensaba en un primer momento, y esto se puede 
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Los reordenamientos genómicos son una causa importante de retraso del 
neurodesarrollo y anomalías congénitas. La aplicación de diferentes 
tecnologías nos va a permitir evaluar qué método es el más adecuado para su 




El objetivo general de este trabajo es evaluar la aplicabilidad de 
diferentes tecnologías para la detección de reordenamientos genómicos 
desequilibrados en pacientes con retraso psicomotor y anomalías 
congénitas.  
 
Este objetivo general se desglosa en tres objetivos concretos: 
 
1. Detección y clasificación de las variantes de dosis en las siguientes 
categorías: 
- Causantes de la patología 
- Variantes polimórficas 
- Variantes de significado incierto 
 
2. Valorar el coste-beneficio de las tres técnicas (FISH, MLPA y CGH-
array) para la detección de reordenamientos genómicos desequilibrados. 
Este objetivo se puede desglosar en: 
- Análisis comparativo de la técnica FISH frente a la técnica MLPA 
para la detección de alteraciones subteloméricas: sensibilidad y 
frecuencia de CNVs patológicas. 
- Valorar la utilización de dos tipos de arrays (BACs y 
Oligonucleótidos) para la detección de variantes en el número de 
copias en todo el genoma causantes de patología: sensibilidad y 
frecuencia de CNVs. 
 
3. Estimar la frecuencia relativa de los reordenamientos genómicos 
submicroscópicos patológicos, detectables mediante cada una de estas 
técnicas. 
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1. MATERIAL BIOLÓGICO 
 
El material biológico utilizado para la realización de este trabajo ha sido 
muestras de ADN genómico y cultivo de linfocitos de tres grupos de 
individuos diferentes. Por una parte se encuentran los individuos objeto de 
estudio, que son pacientes con retraso del neurodesarrollo y anomalías 
congénitas de etiología desconocida. Por otra parte se encuentra un grupo de 
individuos control, no relacionados con los pacientes, y por último, para 
poder completar y sacar conclusiones de los resultados obtenidos en los 
pacientes, ha sido necesario obtener muestra de los progenitores.  
 
 
1.1 Pacientes y controles 
1.1.1 Pacientes  
La serie estudiada se compone de 202 pacientes, 95 mujeres y 107 varones, 
recogidos en la Unidad de Genética y Diagnóstico Prenatal del Hospital 
Universitario La Fe, tras la obtención del consentimiento informado por 
parte de los progenitores para la participación en el estudio. La mayoría de 
estos pacientes fueron remitidos por los neuropediatras del mismo hospital y 
otros centros públicos de la Comunidad Valenciana. Una minoría de casos 
fueron remitidos desde servicios de endocrinología y neonatología.  
Todos los pacientes presentaban discapacidad intelectual o retraso del 
desarrollo, asociado a anomalías congénitas, no encuadrable en síndromes 
conocidos tras un examen clínico realizado al menos por dos especialistas 
diferentes. De esta forma, el criterio que se estableció para la selección de 
los pacientes que se incluyeron en este estudio fue la presencia de 
discapacidad intelectual o retraso del neurodesarrollo asociado a:  
 
1. anomalías congénitas como rasgos dismórficos, cardiopatías,  
alteraciones renales, dérmicas, neurológicas, etc. 
2. antecedentes familiares de retraso del neurodesarrollo. 
3. antecedentes familiares de abortos de repetición en los progenitores. 
 
Los pacientes debían presentar un estudio de cariotipo y Síndrome del X 
frágil normal.  
 
La recogida de los datos clínicos de los pacientes se realizó por diferentes 
especialistas en el tema: Lourdes Badía, Francisco Martínez y Mónica 
Roselló. 
 




Se recogió muestra de ADN de un total de 22 individuos sanos, 11 varones y 
11 mujeres con edades comprendidas entre los 25 y los 40 años. Con las 
muestras de estos individuos control se obtuvieron dos mezclas de ADN de 
referencia, una mezcla con los varones (mezcla control de ADN de varón), y 
otra con las mujeres (mezcla control de ADN de mujer). Estas mezclas han 
sido utilizadas durante todo este trabajo en las técnicas de MLPA y CGH-
array puesto que son técnicas de cuantificación relativa. El objetivo de 
utilizar en estos caso mezclas de ADN control es el de minimizar las 
posibles variantes de dosis polimórficas individuales. 
 
1.1.3 Grupo de progenitores   
Se extrajo muestra de ADN de la mayoría de progenitores de los pacientes 
incluidos en este estudio. Posteriormente, se obtuvo una nueva muestra de 
sangre para realizar cultivos celulares y obtener metafases para los estudios 
de FISH, en aquellos casos que fue necesario para completar el estudio. 
 
 
1.2 Obtención de células en metafase a partir de cultivo de 
linfocitos de sangre periférica 
 
La extracción de la muestra para la obtención de células en metafase a partir 
de un cultivo de sangre periférica, se realizó en un tubo con 0.1% de 
heparina sódica. Si la siembra se realizaba en el mismo día de la extracción, 
la muestra se podía conservar a temperatura ambiente, mientras que si la 
siembra se realizaba al día siguiente era conveniente mantenerla a 4ºC, 
siendo aconsejable realizar dicha siembra antes de 24 horas. El medio de 
cultivo utilizado ya estaba preparado para la utilización de sangre total por lo 














1. Preparar un tubo con 6 ml de medio de cultivo PB-MAX™ Karyotyping Medium 
(GIBCO)  
2. Añadir 8 gotas de la muestra mediante una jeringa y una aguja estéril. 




1. Añadir al cultivo 0,1 ml del antimitótico colchicina “Colcemid” a una 
concentración de 10 µl/ml  




1. Centrifugar 5 min. a  1500 rpm y  aspirar el sobrenadante. 
2. Añadir 5 ml de cloruro potásico (506 mg KCl /100 ml H2O), y dejar actuar 




1. Añadir 0,5 ml de fijador Carnoy (metanol:acético 3:1) a la suspensión celular con 
el choque, agitar y centrifugar 5 min. a  1500 rpm. 
2. Aspirar el sobrenadante y añadir 5 ml de Carnoy, mezclar y dejar 10 min. a 
temperatura ambiente.  
3. Centrifugar 5 min. a  1500 rpm. y  repetir el proceso del paso anterior de 2 a 3 
veces más.  
 
Una vez se tenía la suspensión de material nuclear suficientemente limpia, se 
procedía a realizar las extensiones sobre los portaobjetos. El material fijado 
se conservaba a –20ºC hasta que se volviera a utilizar. 
 
1.3 Extracción y cuantificación de ADN a partir de sangre 
periférica 
 
La extracción de ADN genómico se realizó a partir de una muestra de sangre 
periférica (SP) recogida en anticoagulante EDTA (1mM) en un volumen de 
aproximadamente 5 ml.  
En este trabajo se utilizó el protocolo de extracción fenólica, descrito por 
Miller (Miller et al., 1988). 
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Extracción de ADN genómico 
 
 
Lavado de la sangre 
1. Depositar la sangre periférica en un tubo de 50 ml y enrasar con suero fisiológico 
(NaCl 0.9%). 
2. Centrifugar a 2500 rpm. durante 10 min. a 4ºC y eliminar el sobrenadante 
aspirando con una pipeta pasteur.  
3. Repetir el proceso de nuevo (en este punto se puede detener el protocolo 




1. Añadir al paquete celular la solución de lisis de eritrocitos (5 ml Tris 2M pH 7,5 + 
2,5 ml Cl2Mg 1M +csp 500 ml H2O) enrasando a 50 ml.  
2. Agitar cuidadosamente hasta que el paquete celular se disuelva y dejar a 4ºC 
durante 30 min. agitando de vez en cuando.  
3. Centrifugar a 4ºC durante 15 min. a 3000 rpm.  
4. Decantar el sobrenadante y romper el pelet con vortex, procurando que éste se 
disgregue bien.  
5. Añadir 25 ml de Nonidet P-40 al 0,1%, y mezclar suavemente. 
6. Centrifugar a 4ºC durante 15 min. a 3500 rpm y decantar el sobrenadante.  
7. Valorar el tamaño del pelet, el cual se corresponde a la cantidad de leucocitos y 
romper el pelet con vortex. 
8. Añadir de 3 a 5 ml de solución A  (dependiendo del tamaño del pelet).  La 
solución A consta de: 1ml ClNa 5M + 5ml EDTA 0.25M + 2,5 ml SDS al 10% + 
csp 50 ml H2O. 
9. Agitar con vortex para homogeneizar. 
10. Añadir 20 l/ml de proteinasa K a una concentración de 10 mg/ml y dejar las 
muestras a 56ºC en baño húmedo durante toda la noche.  
 




1. Sacar los tubos del baño y añadir volumen por volumen (v/v) la mezcla 
fenol/cloroformo/isoamílico, agitar vigorosamente. 
2. Centrifugar a 8ºC durante 10 min. a 3000 rpm y desechar la parte inferior por 
aspiración con una pipeta pasteur. Repetir el proceso una segunda vez.  
3. Añadir v/v de cloroformo/isoamílico y se agita. Así eliminamos el fenol. 
4. Centrifugar a 8ºC durante 10 min. a 3000 rpm y desechar la parte inferior por 
aspiración con una pipeta pasteur. Repetir el proceso una segunda vez. 
5. Centrifugar a 8ºC durante 5 min. a 3000 rpm y pasar la fase superior a otro tubo 
perfectamente rotulado. Con esto se consigue eliminar todo resto de 




Precipitación del ADN 
1. Añadir ClNa 5M a razón de 400 l por cada 5 ml de solución A y etanol absoluto 
a razón de 2 v/v y agitar cuidadosamente. 
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2. Dejar las muestras a –20 ºC durante media hora para que el ADN termine de 
precipitar. 
3.  Recoger la medusa (si es visible y esta compacta) mediante una pipeta pasteur de 
vidrio a la que se le ha cerrado el extremo mediante calor, formando una especie 
de anzuelo. Si la medusa no es visible o se encuentra fragmentada, centrifugar a 
4ºC durante 10 min. a 3000 rpm  y decantar el sobrenadante. El pelet que se 
obtiene se lava con etanol al 70%, se centrífuga de nuevo a 4ºC durante 10 min. a 
3000 rpm. Decantar el sobrenadante y dejar secar el pelet. Una vez seco, añadir 
Tris/EDTA para resuspender.   
4. Lavar la medusa dos veces con etanol frío al 70% y resuspender con Tris/EDTA 
en un rango de volumen de 0,5-3 ml. 
5. Cuantificar una vez resuspendido el ADN durante al menos 2 horas, mirando la 
absorción de la muestra a 160-280 nm mediante el sistema NanoDrop, para lo 
cual se requiere únicamente 1l de muestra. 
 
 
Las muestras se pueden conservar a 4ºC o a –80ºC 
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2. TÉCNICA DE FISH (FLUORECENT IN SITU 
HYBRIDIZATION) 
En una primera fase del estudio, esta técnica se utilizó para detectar 
reordenamientos genómicos subteloméricos en 34 pacientes cuando todavía 
no estaban descritas otras técnicas como el MLPA. En una segunda fase, se 
utilizó para confirmar resultados obtenidos mediante la técnica MLPA, así 
como para la detección de alteraciones estructurales equilibradas en los 
progenitores de pacientes con desequilibrios subteloméricos.  
2.1 FISH con sondas teloméricas 
Para realizar el rastreo de reordenamientos subteloméricos, se utilizó el set 
de sondas subteloméricas de VYSIS (ToTelVysion TM Multi-Color, VYSIS, 
Downers Grove, IL) que consiste en 62 sondas FISH de ADN, las cuales se 
distribuyen en 15 mezclas (Tabla 3).  
 









Mezcla 1 1p 1q Xp/ Yp Xcen 
Mezcla 2 2p 2q Xq/ Yq Xcen 
Mezcla 3 3p 3q 22q 22q11 
Mezcla 4 4p 4q 21q 21q22 
Mezcla 5 5p 5q   
Mezcla 6 6p 6q 13q 13q14 
Mezcla 7 7p 7q 14q  
Mezcla 8 8p 8q 17p 17cen 
Mezcla 9 9p 9q 17q 17cen 
Mezcla 10 10p 10q 15q 15q22 
Mezcla 11 11p 11q 18p 18cen 
Mezcla 12 12p 12q 18q 18cen 
Mezcla 13 16p 16q   
Mezcla 14 19p 19q   
Mezcla 15 20p 20q   
 
En estas 15 mezclas, se encuentran representados todos los telómeros de los 
cromosomas, a excepción de los brazos cortos de los cromosomas 
acrocéntricos (cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22). El protocolo utilizado fue el 
recomendado por el fabricante de las sondas con pequeñas modificaciones. 
Con el fin de reducir el gasto en sondas, se minimizó el área de hibridación 
de cada mezcla utilizando portaobjetos de immunofluorescencia, los cuales 
contienen ocho pocillos de 6 mm de diámetro. De esta forma se pudo reducir 
el volumen de sonda utilizado a 0,8 µl/pocillo.  
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Protocolo FISH con sondas subteloméricas 
    
Preparación de los portaobjetos 
1. Lavar los portaobjetos con agua destilada e introducirlos en una jarra coplin con 
metanol durante al menos un día antes de utilizarlos. 
2. Dejar secar los portaobjetos al aire. Humedecer con Carnoy y dejar escurrir.  
3.  Dejar caer aproximadamente 1,5 µl de suspensión celular en cada pocillo y secar 
al aire. 
4. Examinar las extensiones celulares mediante un microscopio de contraste de fases 
valorando los 15 mejores pocillos, los cuales se utilizaran para realizar la 
hibridación. 
5. Dejar envejecer las preparaciones toda la noche para obtener una mejor calidad de 




1. Introducir los portaobjetos en una solución de formaldehido al 1% y dejar durante 
15 min. a temperatura ambiente. 
2. Lavar con una solución de PBS durante 5 min. a temperatura ambiente. 
3. Incubar en una solución de HCl 1N  a 37ºC durante 15 min.  
4. Lavar con una solución de PBS durante 3 min. a temperatura ambiente  
5. Incubar en una solución de 2X SSC a 37ºC durante 10 min. 
6. Deshidratar en series de etanol creciente 70-90-100% y dejar secar. 
7. Preparar la cámara húmeda de hibridación  (Thermobryte) poniendo las bandas de 
papel en las ranuras  y humedecerlas con H2O. 
8. Conectar y seleccionar el programa 73ºC, 3min/ 37ºC, 4-20horas. 
 
En este momento se ha de procurar trabajar con la menor luz posible para no dañar 
la fluorescencia de las sondas. 
 
 
Desnaturalización e hibridación: 
1. Aplicar 0,8 µl de sonda en el área de hibridación correspondiente.  
2. Depositar el cubreobjetos de 50X24 mm   
3. Someter a las extensiones con la sonda a una temperatura de 73ºC durante 3 min. 
para realizar la desnaturalización tanto del ADN cromosómico como de las 
sondas.  




1. Preparar una jarra coplin con solución de primer lavado (0,4XSSC / 0,3% NP-40) 
y colocar en un baño a 73ºC. 
2. Preparar una jarra coplin con solución de segundo lavado (2XSSC / 0,1% NP-40) 
a temperatura ambiente  
3. Eliminar el cubreobjetos e introducir el portaobjeto rápidamente en la solución de 
primer lavado. Agitar 2-3 segundos y repetir con otro porta. Dejar 2-3 min. 
4. Pasar los portaobjetos a la solución de segundo lavado. Agitar 2-3 segundos y 
dejar 2 min.  
5. Sacar los portas y dejar escurrir. 
 
 




1. Aplicar 2µl de DAPI  en cada área de hibridación (esta sustancia nos da contraste 
para poder localizar las metafases y los núcleos, y también es un protector de la 
fluorescencia, puesto que contiene antifade). 
2. Cubrir con un cubreobjetos de 50X24 mm evitando que queden burbujas y sellar 
con esmalte de uñas por los lados. 
 
 
En este momento ya se puede ver en el microscopio. En este trabajo se 
utilizó un microscopio Nikon Eclipse E600 microscope (Tokyo, Japan) y el 
programa informático de análisis de imagen:  the Quips R Imaging Software 
(VYSIS, Downers Grove, IL). 
Para conservar las muestras hibridadas, se guardaron a  –20ºC. 
 
2.2 FISH con sondas no comerciales 
Las sondas utilizadas en este protocolo se obtuvieron a partir de clones 
BACs. Estos clones se seleccionaron de la base de datos del NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y se pidieron al Instituto de Investigación del 
Hospital de niños de Okland “Children's Hospital Oakland Research Institute 
(CHORI)” Email:   BACPACorders@chori.org 
(http://bacpac.chori.org/hmale11.htm)  
Estos clones BACs fueron: 
- En el cromosoma 14: RP11-52O23  y  RP11-53610 
- En el cromosoma 19: RP11-268O21, RP11-30F17, RP11-242J2, 
RP11-384E6 
Una vez recibido el vial con las bacterias transfectadas del BAC, se procedió 
a realizar el cultivo bacteriano, la purificación del ADN y el marcaje 
fluorescente siguiendo el siguiente protocolo: 
 
 
Protocolo de obtención de una sonda FISH no comercial 
 
Siembra 
1. Sembrar la colonia de bacterias en cultivo líquido. El medio de cultivo está 
formado por medio LB + 20µg/µl de Clorafenicol.  
2. Dejar durante toda la noche a 37ºC en agitación. 
3.  Realizar la miniprep. Para ello se utiliza el kit de PSI  Clone BAC DNA 
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Purificación de BAC´s, Miniprep: 
   Se recomienda crecer los cultivos de 20 a 24 horas con cloramfenicol. OD 600 de 
4.0-6.0 
1. Añadir 0,5 ml de Resuspensión Buffer (1) al tubo de RNase A. Mezclar bien. 
Añadir 0,25 ml de este RNase A al Resuspensión Buffer (1)  
2. Centrifugar 3-5 ml de cultivo. 
3. Resuspender el pelet celular con 0,5 ml de Resuspensión Buffer (1) con RNase 
(con pipeta) y transferir a un tubo eppendorf de 1,5 ml. 
4. Añadir 0,5 ml de Lysis Buffer (2) y mezclar bien, por inversión. Incubar 10 min. a 
temperatura ambiente. 
5. Añadir 0,5 ml de Neutralization Buffer (3) y mezclar bien, por inversión.  
6. Dejar en hielo durante 10 min.  
7. Centrifugar a 20.000g durante 10 min . 
8. Recoger el sobrenadante (apox. 1,4 ml.) y transferir a un tubo estéril de 15 ml 
Falcon. 
9. Diluir el lisado con 1,0 ml de agua estéril y mezclar bien. 
10. Añadir  0,5 ml de Equilibration Buffer (4) a las columnas BAC, vortex y dejar 
drenar por gravedad. 
11. Pasar por las columnas en dos aplicaciones, los 2,4 ml. 
12. Lavar las columnas BAC con 2x1,0 ml de Wash Buffer (5) y dejar drenar por 
gravedad.  
13. Añadir 50-100 l de Elution Buffer (6) tapando la parte de debajo de la columna. 
14. Incubar 2 minutos a temperatura ambiente. 
15. Centrifugar a 750g 2 min. para recoger el eluido. 
16. Precipitar el BAC DNA añadiendo 1 volumen de alcohol isopropanol y mezclar.  
17. Centrifugar 30 min. a 20.000 g.  
18. Lavar el pellet con 200l de 70% EtOH.  
19. Centrifugar a 20.000g durante 5 min. y quitar el EtOH y dejar secar a 
temperatura ambiente. 
20. Resuspender in 20l de TE  
  
Marcaje: 
1. Utilizar el Kit de “Nick Translation Kit”. Trabajar en oscuridad. Para marcar 2 g 
de DNA preparar la siguiente mezcla.  
          x  l  para 2 g de DNA  
        2.5 l  0.2 mM SpectrumGreen o SpectrumRed dUTP 
         5   l  0.1mM dTTP  
        10  l  dNTP mix. (A,G y C) 
          5  l  10X nick translation buffer 
          8  l  nick translation enzyme 
(17.5-x) l  nuclease-free water 
        50  l  volumen total 
       
  Programa:                     2-4 hora  a 15ºC 
                                    10 minutos  a 70ºC 
                                        infinito   a  4ºC 
 
2. Preparar un gel de agarosa al 1% (mini gel 10cm x 6,5 cm) para comprobar que el 
BAC este marcado electroforesis. 
3. Cargar 5l de la reacción  con 1l del tampón de carga (5X). 
4. Dejar corre hasta que el azul esté 2-3 cm del final del gel. 
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Purificación del producto marcado con las columnas MicroSpin G-50 
(Amersham) 
 Estas columnas nos ayudan a eliminar el fluorocromo no unido al BAC. 
1. Agitar la columna en vortex, romper el extremo de la columna, introducir en un 
tubo eppendorf de 1,5l y centrifugar durante 1 min. a 3000rpm. 
2. Depositar el producto de la nick translation sobre esta gelatina. Cambiar de 
eppendorf y centrifugar durante 2 min. a 3000rpm. 
 
Precipitación de la sonda: 
1. Colocar en un tubo eppendof los siguientes reactivos. 
 
                                 10 l  producto nick  (1g) 
                                2,5 l  cot-1 
                                1,3 l   Ac Na 3M (1/10vol) 
                                 36 l  EtOH 100% frío (2.5vol) 
 
 
2. Invertir varias veces y dejar a –80ºC durante 40 min. o bien a –20ºC durante toda 
la noche 
3. Centrifugar 30 minutos a 13000 rpm., desechar el sobrenadante cuidadosamente y 
dejar secar en oscuridad a temperatura ambiente. 
4. Resuspender en 10 l de tampón de hibridación (50% Formamida + 50% dextrán 
sulfato al 20%) y agitar vigorosamente. 
5. Dejar durante 30 min. a 37ºC para que la sonda se disuelva en el tampón de 
hibridación 
6. Conservar a –20ºC 
 
El protocolo de hibridación fue ligeramente diferente para sondas de marcaje 
propio. La diferencia se encontraba en la desnaturalización. Para este tipo de 
sondas no comerciales la desnaturalización de la sonda y el porta se 
realizaba por separado. Posteriormente, hemos visto que este protocolo se 
puede utilizar con las sondas comerciales y lo cierto es que la calidad de la 
hibridación mejora con respecto al protocolo anterior. 
 
Protocolo de Hibridación con sondas no comerciales 
 
Preparación de los portas 
La primera parte de la preparación de los portas (la extensión), es igual que en el 
protocolo anterior.  
 
1. Deshidratar los portas en una serie de etanol crecientes 70-90-100% y dejar secar.  
2. Colocar las extensiones celulares en una placa a 73ºC y depositar sobre las 
extensiones 100l de una solución de formamida al 70% cubriendo el porta con 
un cubre durante 3 minutos. En este tiempo lo que se consigue es la 
desnaturalización de los cromosomas.  
3. Deshidratar con una serie de etanol creciente 70-90-100% fríos y dejar secar. 
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Preparación de la sonda 
1. Desnaturalizar la sonda a 75ºC durante 5 min. en baño 




Hibridación de la sonda con la extensión  
1. Aplicar la sonda desnaturalizada (0,8 µl) al área de hibridación y cubrir con un 
cubre de 50X24 mm.  
2. Colocar las extensiones con la sonda, (desnaturalizados previamente) y dejar 
hibridar a 37ºC durante todo la noche.  
 
A partir de aquí, todos los pasos siguientes son los mismos que para el protocolo de 
FISH con sondas comerciales. 
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3. TÉCNICA DE MLPA (MULTIPLEX LIGATION DEPENDENT 
PROBE AMPLIFICATION) 
 
La técnica de MLPA permite analizar la dosis de 45 secuencias génicas 
distintas, de forma simultánea.  
En este trabajo, la técnica se utilizó para realizar un rastreo de 
reordenamientos subteloméricos en el total de pacientes, así como para 
































•Cada sonda MLPA consiste en dos oligonucleótidos, uno sintético y otro 
derivado del fago M13. 
• La secuencia de relleno tiene un tamaño diferente en cada sonda. 
3’       DNA diana A       5’ 
Y 




•Los dos pares de cada sonda hibridan a secuencias diana adyacentes. 
Primer Y 
Secuencias de hibridación 
Oligonucleótido sintético 
Oligonucleótido derivado de M13 
Primer X 
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3.1 MLPA regiones subteloméricas 
Para la puesta a punto de esta técnica y la realización de este trabajo 
utilizamos inicialmente tres SALSAs de sondas subteloméricas: SALSA P036, 
P019 y P020 human telomere test kits (MRC-Holland, Amsterdam, 
Netherlands; http://www.mrc-holland.com). La SALSA P036 contiene una 
secuencia diana para cada región subtelomérica. La SALSA P019 contiene 
sondas para los cromosomas 1 a 11 y X, y la SALSA P020 contiene sondas 
para los cromosomas 12 a 22 e Y.  Estas SALSAs han ido modificándose y 
mejorando en el tiempo, así pues, se han ido sustituyendo a medida que el 
fabricante mejoraba las SALSAs. Hemos pasado de la P036 a la P036B y a la 
P036D. De la P019 y P020 a la P070 (Ver anexo I). 
En todas las SALSAs de sondas subteloméricas, las secuencias diana de los 
cromosomas acrocéntricos están localizadas en ambos extremos del brazo 
largo, una situada en la región subtelomérica y otra situada en la región 
subcentromérica. 
 
Esta técnica se puso a punto en nuestro laboratorio siguiendo el protocolo 
recomendado en la página web del fabricante (http://www.mlpa.com).  
3’       DNA diana A       5’ 
X 
Y 
3’       DNA diana B       5’ 
Y 
X 
•Los dos partes de cada sonda hibridada se ligan por una ligasa termoestable 
X Y 
X Y 
•Todos los productos ligados se amplifican por PCR usando solo un par de 
cebadores 




Protocolo del MLPA 
 
 
Desnaturalización del DNA e hibridación de las sondas 
Se preparan las muestras de ADN de tal forma que tengamos 50 ng de ADN en 5 µl 
de TE. Es importante que las muestras tengan la misma concentración para que 
los resultados sean cuantitativos.  
 
1. Incubar durante 5 minutos a 98°C. 
2. Dejar enfriar a 25°C.  
3. Sin sacar los tubos del termociclador, agregar: 1,5 µl de SALSA Probe-mix y 1,5 
µl de MLPA buffer,  mezclar cuidadosamente con la pipeta. 
4. Incubar 1 minuto a 95°C.  
5. Incubar  a 60°C durante 16 horas. 
 
Ligación 
1. Reducir la temperatura del termociclador a 54°C 
2. Añadir 32 µl de mix Ligase-65 a cada muestra mezclando bien con la pipeta. 
 
Mix Ligase-65:  
3 µl de Ligase-65 buffer A  
3 µl Ligase-65 buffer B  
25 µl H2O 
1 µl Ligase-65  
 
3. Incubar durante 15 minutos a 54°C. 
4. Incuba 5 min. a 98ºC para inactivar la acción de la ligasa.  
5. Reducir la temperatura a 4ºC.  
 
Al finalizar esta fase, se pueden guardar las muestras a 4ºC durante una semana y 
para periodos más largos, se pueden guardar a -20ºC. 
 
PCR 
1. Diluir la reacción de ligación de MLPA de la siguiente forma: 
 
                4 µl 10XSALSA PCR buffer  
                6 µl H2O 
              30 µl de la reacción de ligación de MLPA. 
 
2. Colocar los tubos con esta mezcla en el termociclador a 60°C.  
 
3. Añadir 10 µl de mix Polymerase a cada tubo, mezclar bien con la pipeta. 
                mix Polymerase 
            2 µl de SALSA PCR-primers  
            2 µl SALSA Enzyme Dilution buffer  
         5,5 µl H2O 
         0,5 µl SALSA Polymerase 
 
 
4. Empezar con el programa de PCR: 
1. 5 minutos 98°C; pausa 25°. 
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2. 1 minuto 95°C; pausa 60°.  
3. 15 minutos 54°C.  
4. 5 minutos 98°C; pausa 4°. 
5. pausa 60°;  
6. 30 segundos 95°C; 30 segundos 60°C; 60 segundos 72°C. 33 ciclos.  
7. 20 minutos 72°C; pausa 4°.  
 
Posteriormente, el producto de la reacción, se analiza mediante análisis de 
fragmentos por electroforesis capilar en el ABI-PRISM 310 (Applied 
Biosystems). Para poder realizar el análisis de los resultados, en cada tanda 
de MLPA, tenemos que añadir al menos una muestra de ADN control. 
 
 
Análisis de los datos 
Los resultados obtenidos por el  software Genotyper del ABI-PRISM 310, se 
exportan a una hoja de cálculo (Microsoft Excel) para procesar los datos. 
Estos datos en bruto son procesados dividiendo la intensidad de la señal de 
cada sonda (área de los picos), por la suma de la intensidad de señal de todas 
las sondas de cada muestra (intensidad relativa). Posteriormente, cada valor 
obtenido es normalizado dividiéndolo por el valor correspondiente obtenido 
en la muestra control. Los valores que se obtendrán serán:  
-Valores en el rango 0,8-1,2 se consideraron indicativos de una dosis 
normal. 
 - Valores en el rango 0,7-0,5 se consideraron indicativos de una dosis 
disminuida. 
- Valores en el rango 1,3-1,5 se consideraron indicativos de una dosis 
aumentada. 
3.2 MLPA regiones de microduplicaciones y microdeleciones 
frecuentes 
Tanto el protocolo como el tipo de análisis que se realizó y se sigue 
realizando es el utilizado en las regiones subteloméricas. La diferencia se 
encuentra en el grupo de sondas que se utiliza. En la página web de mrc-
holland se puede encontrar una gran variedad de SALSA 
(http://www.mlpa.com). En este trabajo se han utilizado las SALSAs P0245 
P015C y P249-Telomere-8. 
3.3 MLPA a la carta 
Para el diseño de sondas a la carta se siguieron las recomendaciones 
descritas por MRC-HOLLAND. (http://www.mlpa.com). 
Se diseñaron 3 grupos de sondas (SALSAs) con 6 sondas cada uno de ellos. 
Esta técnica se utilizó para confirmar las posibles variantes de dosis 
detectadas en el CGH-array basado en BACs. 
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El protocolo para la realización de este MLPA a la carta o de diseño propio, 
es el mismo que el MLPA de regiones subteloméricas, con la excepción del 
programa de PCR, que en este caso consta de 30 ciclos en lugar de 33. 
 
Cada sonda de diseño propio consta de dos secuencias de hibridación 
adyacentes: 
1. Oligonucleótido izquierdo o LIG: En su extremo 5´ se encuentra la 
secuencia de los cebadores universales seguida de la secuencia 
de hibridación izquierda. 
2. Oligonucleótido derecho o NPK: En el extremo 5´ se encuentra la 
secuencia de hibridación derecha fosforilada, seguida de la 
secuencia de cebadores universales. 
 











A continuación se muestran las sondas diseñadas para cada SALSA  
Oligonucleotido izquierdo (LIG) Oligonucleotido derecho (NPK) 
Cebadores universales 
Secuencia de hibridación derecha 
Secuencia de hibridación izquierda 
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Sondas SALSA K-3 
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Sondas SALSA K-4 
 








































Sondas SALSA K-5 
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4. ANÁLISIS DE SEGREGACIÓN DE MARCADORES 
POLIMÓRFICOS 
 
Esta técnica se utilizó como método confirmatorio de las alteraciones 
encontradas tanto por FISH, MLPA como CGH-array, así como para 
determinar el origen parental de los reordenamientos detectados.  
La batería de microsatélites utilizados se presenta en el anexo 2. Todos ellos 
están descritos en la base de datos NCBI  
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/) a excepción de:  
 
 Dos microsatélites no descritos del cromosoma 1: Cr1_1 y  Cr1_2 
 Dos microsatélites no descritos del cromosoma 5: Cr5_1 y  Cr5_2 
 Siete microsatélites no descritos del cromosoma 9: Cr9_1, Cr9_2, 
Cr9_3, Cr9_4, Cr9_5, Cr9_6, Cr9_7 
 Dos microsatélites no descritos del cromosoma 12: Cr12_2, Cr12_3 
 Dos microsatélites no descritos del cromosoma 16: Cr16_ EEF2K, 
Cr16_OTOA 
 Dos microsatélites no descritos del cromosoma 17:  Cr17_1, Cr17_2 
 
Para la amplificación por PCR de estos microsatélites se utilizó el siguiente 
programa (SYN-ARAF) 
    SYN-ARAF 
 
   92ºC    5 min. 
10 Ciclos  94ºC    1 min. 
                 60ºC    1 min. –0.5ºC/ciclo 
24 Ciclos  94ºC    1 min. 
                 55ºC    1 min.  
     72ºC    10 min. 
       4ºC    ∞ 
 
 
Con este programa se amplificaron todos los microsatélites a excepción de 5 
microsatélites no descritos y uno descrito. Los programas de PCR utilizados 
para amplificar estos 6 microsatélites fueron: 
 
   Microsatélites: Cr9_1, Cr9_5 y Cr9_6 
 
     95ºC    5 min. 
  95ºC    30 seg. 
32 Ciclos  58ºC    30 seg.  
  72ºC    10 seg.  
     72ºC    5 min. 
       4ºC     ∞ 




   Microsatélites : Cr9_4 y CR9_7 
 
     95ºC    5 min. 
   95ºC    30 seg. 
26 Ciclos   55ºC    30 seg.  
   
     72ºC    5 min. 
       4ºC     ∞ 
 
 
   Microsatélites: D13S286 
 
     92ºC    3 min. 
  94ºC    1 min. 
30 Ciclos  52ºC    30 seg.  
  
     72ºC    3 min. 




Los fragmentos obtenidos tras la amplificación se resolvieron mediante 
electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% (bisacrilamida 29:1 en TBE 
1x). La electroforesis se realizó a 700 voltios durante 8 horas. La detección 
se realizó mediante tinción con nitrato de plata, siguiendo el siguiente 
protocolo. 
 
Tinción con plata 
 
1. Colocar el gel en una batea limpia con unos 300 ml de etanol al 10% y dejarlo en 
agitación suave un mínimo de 10 min. (Fijación). 
2. Retirar el etanol y añadir el oxidante (ácido nítrico al 1% v/v), dejándolo 3 min. 
en agitación. 
3. Lavar el oxidante brevemente con agua destilada por dos veces. 
4. Incubar el gel en la solución de plata (nitrato de plata al 0,2% p/v) durante 20 min. 
5. Lavar el exceso de plata una o dos veces en agua muy brevemente. 
6. Incubar en la solución reveladora (carbonato sódico 2,94% p/v y formaldehído 
0,2% v/v) hasta que la solución adquiera un color oscuro, decantar y añadir 
solución nueva fresca. 
7. Una vez que aparezcan las bandas, retirar el revelador y detener la reacción 
durante 10 min. con ácido acético al 10% v/v. 
8. Lavar con agua y secar.  
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5. ESTUDIO DE INACTIVACIÓN DEL CROMOSOMA X  
Esta técnica fue utilizada para ayudar a justificar la posible patogenicidad o 
no de las variantes de dosis situadas en el cromosoma X en mujeres. El 
protocolo utilizado fue el ensayo de metilación del receptor androgénico 




1. Digestión de 30 ng de ADN genómico a 37ºC durante 1 hora con 5 unidades de 
RsaI o HpaII (HpaII es sensible a metilación) 
2. Inactivación de los enzimas a 94ºC  durante 4 min. 
3. Amplificación del microsatélite (CAG)n en el primer exón del gen AR a partir del 
producto de las digestiones. 
4. El producto de la reacción, se analiza mediante análisis de fragmentos por 
electroforesis capilar en el ABI-PRISM 310 (Applied Biosystems). 
 
 
Este estudio fue realizado por el personal técnico de la Unidad de Genética y 
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6. CGH-ARRAY badado en BACS 
6.1 Descripción del ARRAY 
El microarray genómico utilizado en este estudio contiene una colección de 
6.465 clones obtenidos tanto de cromosomas artificiales de bacterias (BACs) 
como de cromosomas artificiales basados en P1 (PACs). Este microarray fue 
diseñado y fabricado por el grupo del Dr. Klaas Kok del Departamento de 
Biología Celular de la Universidad de Groningen, Holanda (Atayar et al., 
2006). La colección se compone de BACs de 1 Mb obtenidos por el Dr. 
Nigel Carter, Wellcome Trust Sanger Institute, UK (Fiegler et al., 2003) 
complementada con clones procedentes de "the Human BAC Resource 
Consortium–1 Set" (Dr. Pieter de Jong, Children’s Hospital Oakland 
Research Institute, Oakland, Calif), y con una selección adicional de BACs  
del CNIO. La posición relativa de los BACs se estableció con la referencia 
de la secuencia del genoma humano de mayo de 2004 (UCSC versión hg16) 
basada en el NCBI Build 35. Todos los clones BACs fueron punteados por 
triplicado en cristales cubiertos con epoxi (Schott Nexterion, Mainz, 
Germany). Además, los cristales también presentan como control ADN COT 
Humano (Roche Applied Sciences, Indianapolis, Ind) y clones BAC de ADN 
de Drosophila. 
 
6.2 Hibridación del ARRAY 
El protocolo utilizado para la hibridación genómica comparada fue el 
recomendado por el fabricante de los arrays con alguna modificación. 
 
6.2.1 Marcaje del ADN genómico 
 
Digestión de los ADNs 
1. Digerir 2µg del ADN control y del ADN problema (por separado) con los 
encimas de restricción Alu I y Rsa I 
 
Mezcla de digestión: 
      5 l      10x buffer 
      1,25l  Alu I 
      1,25l   Rsa I 
      15 l  DNA (problema o control) 
      c.s.p 50 l H2O 
 
2. Incubar  a 37ºC en placa durante 3 horas  
3. Purificar el producto con el Kit de purificación “QIAprep Spin Miniprep”.  
4. El eluido obtenido se cuantifica, esperando encontrar al menos 1500 ng de 
ADN. 
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5. Someter las muestras de ADN digerido a electroforesis en un gel de agarosa 
para comprobar que la digestión ha funcionado correctamente.  
 
Marcaje del ADN digerido 
Marcar los fragmentos de ADN con un fluorocromo diferente para el ADN 
control y el ADN problema. Fluorocromos utilizados: Cy3-dUTP y Cy5-dUTP 
(Amersham Biosciences) y el kit de marcaje “the BioPrime DNA Labelling 
System (Invitrogen)”. 
 
1. Mezclar 1200 ng ADN digerido con 20 l de 2´5X random primer solution. 
2. Ajustar el volumen a 42 l con H2O. 
3. Incubar a 99ºC en el aparato de PCR durante 10 min.  
4. Pasar el tubo a hielo durante 10 min. 
5. Añadir al ADN desnaturalizado: 
      5 l      10x dNTPs 
      2 l      1 mM Cy3 o Cy5. 
      1 l       40 U/l Klenow DNA polymerase  
6. Mezclar bien y dejar a 37ºC durante 3-5horas. 
 
Con un tiempo de marcaje de 3 horas es suficiente. Pasado este tiempo, se 
procede a la purificación del marcaje. 
 
 
Purificación del ADN marcado 
Para la purificación del ADN marcado se utilizaron “columnas sephadex G-50 
de Amersham”. Con este proceso se pretende eliminar el fluorocromo que no 
se ha unido al ADN.  
 
“columnas sephadex G-50 de Amersham” 
1. Homogeneizar la resina en la columna 
2. Aflojar el tapón y romper el cierre de la salida 
3. Colocar la columna sobre un eppendorf de 1,5 ml  
4. Precentrifugar la columna 1 min. a 3000 rpm. 
5.  Transferir la columna a un nuevo eppendorf  
6. Depositar los 50 l de la reacción de marcaje en el centro de la columna, sin 
alterar el lecho de la resina.  
7. Centrifugar a 3000 rpm durante 2 min.  
8. Desechar la columna, puesto que en ella se retiene parte del fluorocromo no 
incorporado al ADN y fragmentos muy pequeños del mismo 
 
En el  eluido se encuentra la sonda (el ADN marcado). Este debe tener color, 
indicativo de la incorporación de fluoróforo durante el marcaje.   
 
 
Preparación de la solución de hibridación 
1. Unificar los dos ADN marcados, test y referencia y mezclar bien. 
2. Pasar la mezcla de ADNs a una columna tipo microcon YM30. Estas 
columnas nos ayudan concentrar la mezcla de ADNs. 
3. Centrifugar durante 10 min. a 14000 rpm. a temperatura ambiente 
(importante para que se filtre bien). En este paso, el eluido que obtenemos 
debe ser claro, puesto que el ADN marcado (sonda) debe permanecer 
retenido en la membrana.  
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4. Lavar en la misma columna el ADN marcado con 200 l de solución de Tris-
EDTA (10 mM Tris-Cl, 0,1 mM EDTA pH 8  
5. Centrifugar durante 10 min. a 14000 rpm.  




Solución de hibridación para un array 
 Preparar mezcla de hibridación:  
          100 l     Cot1 DNA 1g /l 
          25 l        tRNA de levadura 20 g /l 
          0,5 l      Glucógeno 20 mg/ml 
          25 l        NH4Ac 5M 
          950 l      100% Etanol 
 Incubar a –80ºC durante al menos 15 min. 
 Centrifugar la mezcla de hibridación a 14.000 rpm durante 5 min. a 4ºC. 
 Desechar el sobrenadante y añadir 1 ml de Etanol al 70%. 
 Centrifugar a 14.000 rpm durante 5 min. a 4ºC  
 Decantar y secar bien los restos de etanol. 
 Dejar secar al aire. 
 Añadir 60 l de “solvente de hibridación”(1) agitar vigorosamente y dejar 10 
min. a 37ºC. Posteriormente, preservar esta solución de hibridación a 
temperatura ambiente hasta su uso.  
 
(1)El solvente de hibridación consta de  5% de Dextran sulfato en una solución 
al 50% de Nexterion Hyb solution y 50% de formamida desionizada. 
 
 
6.2.2 Aclarado y bloqueo de los arrays previo a la hibridación 
Antes de empezar con el aclarado y bloqueo de los arrays, es importante que 
marquemos con un lápiz de diamante la parte inferior del mismo, puesto que 
después del proceso no se puede distinguir en que cara se encuentran 
punteados los clones. 
Las soluciones de aclarado son las siguientes: 
 
Solución de aclarado 1: 0,1% Triton-X100 (1ml Triton-X100 en 1 litro de 
H2O, disolver a 60ºC y dejar enfriar a temperatura ambiente antes 
de usar) 
Solución de aclarado 2: H2O pH: 4.0 (100 l de HCl 37% en 1 litro de H2O 
Solución de aclarado 3: 100 mM KCl (3073 g de KCl en 500 ml H2O 
Solución de aclarado 4: para 500ml: 125 ml de solución 4X (Nexterion 
Block E), 375 ml de H2O y 100 l de HCl 37% 
Las soluciones 1, 2, 3 se utilizan a temperatura ambiente, mientras que la 
solución 4 se utiliza a 50ºC. Es importante que los cristales no se sequen 
durante este proceso.  
 




Protocolo de aclarado y bloqueo  
 
1. Sumergir los arrays en la solución de aclarado 1 durante 5 min. 
2. Sumergir los arrays en la solución de aclarado 2 durante 30seg. 
3. Sumergir en la solución de aclarado 3 durante 10 min. 
4. Desnaturalizar los arrays durante 2 min. con agua hirviendo. 
5. Lavar con agua a temperatura ambiente durante 1 min. en agitación. 
6. Introducir los arrays en la solución 4 e incubar durante 15 min. con agitación.  
7. Lavar el arrays con H2O a temperatura ambiente durante 1 min. 
8. Secar los arrays. Para ello se utilizan tubos de 50ml en los que se coloca  en la 
parte inferior, un trozo de papel para que amortigüe y absorba el agua del tubo, y 
se centrifugan a 800 g durante 3min.  
 
Realizado este proceso de aclarado y bloqueo de los arrays, estos ya están listos 
para la prehibridación y posterior hibridación. 
 
 
6.2.3 Prehibridación e hibridación. 
Para la prehibridación utilizamos la solución de prehibridación. Necesitamos 
50 l por array. 
 
Solución de prehibridación: 10 l de DNA de esperma de salmón 
(11g/l) en 40 l de Nexterion Hyb. 
 
Protocolo de prehibridación  
 
1. Depositar 50 l de solución de prehibridación en un cubre 24X60. 
2. Colocar el array aclarado y bloqueado sobre el cubre con la solución por la 
cara donde se encuentran los clones punteados, dar la vuelta y comprobar que 
la solución se reparta uniformemente por toda el área del cristal.  
3. Colocar los arrays con la solución de prehibridación en una cámara de 
hibridación e incubar durante 2 horas en estufa a 65ºC.  
4. Pasar los arrays a una cubeta con H2O y agitar para quitar el cubre. 
5. Lavar manualmente con H2O a temperatura ambiente durante 15 min. 
6. Secar los arrays (de la forma descrita en el protocolo de aclarado y bloqueo). 
 
 




Protocolo de hibridación  
 
1. Desnaturalizar la sonda que en este caso consiste en el ADN marcado (control 
+ problema) disuelto con la solución de hibridación. Se desnaturaliza a 95ºC 
durante 5 min. en un termociclador. 
2. Depositar la sonda sobre unos cubres con dos bandas laterales cuya función es 
crear un espacio para facilitar la hibridación. 
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3. Colocar los cubres con la sonda sobre el array.  
4. Introducir los arrays con la sonda en la cámara de hibridación e incubar a 65ºC 
en estufa durante 40 horas. 
 
6.2.4 Lavados 
Pasado este tiempo, se realizan los lavados posthibridación. Las soluciones 
utilizadas para realizar estos lavados son: 
 
Solución de lavado 1: 2X SSC  0,2%SDS 
Solución de lavado 2: 2X SSC 
Solución de lavado 3: 0.2X SSC 
Solución de lavado 4: H2O 
 
Las soluciones 2, 3 y 4 se utilizan a temperatura ambiente. La solución 1 se 
utiliza por una parte a temperatura ambiente y por otra parte a 60º C. 
 
Protocolo de lavado posthibridación 
 
1. Quitar el cubre con la ayuda de la solución de lavado 1 a temperatura ambiente.  
2. Sumergir el array durante 25 min. en otra solución de lavado 1 a 60 ºC. 
3. Lavar con la solución de lavado 2 durante 5min. 
4. Lavar con la solución de lavado 3 durante 5 min. 
5. Lavar con la solución de lavado 4 durante 1 min.  
6. Secar el array. 
 
En este punto, el array ya está a punto para el escaneado y posterior análisis. 
 
6.3 Análisis 
Para realizar el análisis de los cristales, lo primero que tenemos que hacer es 
escanear estos cristales hibridados mediante un escáner laser. En nuestro 
caso, este proceso se realizó en el Laboratorio de Chips de ADN, sección de 
Chips de DNA-S.C.S.I.E. de la Universidad de Valencia. El escáner 
utilizado fue el modelo ScanArray LITE de Perkin-Elmer (figura 5) cuyas 
características son las siguientes:  
- Resolución de pixel de 5 µm.  
- Configuración con 2 láseres para longitudes de onda de 543 y 633 
nm.  
- 4 filtros de emisión.  
- Sensibilidad hasta 0,1 molecula/µm2.  

















Figura 5: Imagen del escáner utilizado para la lectura de los cristales de los arrays 
basados en BACs. 
 
El escaneado nos da dos imágenes, una perteneciente a la hibridación con el 
fluoróforo Cy3 y otra perteneciente a la hibridación con el fluoróforo Cy5. 
En la situación más óptima, nos encontramos con que los dos fluorocromos 
dan una intensidad global similar, pero si no es así, con el software del 
escáner podemos compensar esa diferencia. 
Una vez tenemos las dos imágenes, se utiliza el programa GenePix Pro 6.0 
para el procesado de los datos. Para utilizar este programa es necesario tener 
una plantilla GenePix Array List (GAL) file, la cual nos la proporciona el 
mismo proveedor de arrays, para identificar cada punto con un clon 
concreto. Se introducen las dos imágenes en el programa y se solapan con la 
plantilla GAL, cuadrando bien todos los puntos con la plantilla. 
Posteriormente, se revisa punto por punto ya que en este array, no todos los 
puntos tienen el mismo diámetro. También  se revisa y se desechan aquellos 
puntos que se encuentren en una zona donde exista ruido de fondo, mancha, 













Figura 6: Imagen del análisis de datos del CGH-array basado en BACs con el 
programa GenePix Pro 6.0 
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Una vez ajustada la plantilla y revisados todos los puntos, ya se pueden 
analizar los datos. El programa analiza los datos calculando los valores 
específicos de cada pixel de la imagen, proporcionando una tabla de 
resultados mediante un fichero GPR-GenePix Resuts File (*.gpr). Teniendo 
los datos analizados, se procede a la normalización de los mismos, y para 
ello, se utiliza el programa de normalización DNMAD (Vaquerizas et al., 
2004) que proporciona gratuitamente GEPAS (Suite de Análisis del Patrón 


















Figura 7: Imagen de la página web de GEPAS donde debemos introducir nuestros 
ficheros *gpr para realizar la normalización de los datos en el CGH-array 
basado en BACs.   
 
El resultado obtenido después de la normalización es el log2 del ratio 
Cy5/Cy3 de la media de las tres réplicas de cada clon. Los datos así 
obtenidos se pueden representar mediante una gráfica en excel para facilitar 
su análisis (figura 8).  
Figura 8: Ejemplo de la representación gráfica de los resultados normalizados de la 
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6.4 Validación del  ARRAY 
Para validar este array se utilizó ADN de 4 pacientes con alteraciones 
conocidas y previamente caracterizadas por otros métodos. En conjunto, 
estos cuatro pacientes nos permitieron valorar desequilibrios de dosis 
(ganancias y pérdidas) en 7 regiones con tamaños de 1,2 Mb a 22,3 Mb. 
  
Caso 1: deleción 4 pter (1 Mb)  / duplicación 3qter (7,2 Mb) 
Caso 2: deleción 10q26 (5,8 Mb) / duplicación 5p21 (22,3 Mb) 
Caso 3: duplicación 14q11 (5,6 Mb) 
Caso 4: duplicación /deleción 8pter (4,7 Mb/ 6,7 Mb) 
 
El estudio de estos 4 casos nos permitió establecer el punto de corte para la 
interpretación de los resultados en +/-0,25. De esta forma, se consideró 
ganancia cuando dos o más clones consecutivos excedían de +0,25 y pérdida 
cuando dos o más clones consecutivos presentaban valores inferiores a -0,25.   
 
6.5 Interpretación de los resultados 
Para la interpretación de estas variantes de ganancias y pérdidas, así como 
para determinar su posible implicación en la patología de los pacientes 
seguimos los siguientes criterios:  
 
- La herencia: si la variante es de novo se considerará patológica, a no ser 
que hubiera en la literatura individuos normales descritos con esta 
misma variante. Si la variante es heredara de un progenitor y este no 
presenta ningún tipo de afectación, a no ser que otros criterios indiquen 
lo contrario, no se considerará patológica. 
 
- Casos patológicos descritos: la existencia de otros casos patológicos 
descritos con la misma alteración, con rasgos fenotípicos iguales o 
similares nos indica que esa alteración es patológica.  
 
- Genes localizados en la región: si los genes localizados en la región 
alterada se relacionan con el desarrollo y funcionamiento del sistema 
nervioso central y son sensibles a dosis, las evidencias respecto a que esa 
alteración pudiera estar implicada en la patología del paciente son 
mayores.   
 
- El tamaño de la región alterada: a mayor tamaño más probable es que 
sea patológica, puesto que el número de genes en desequilibrio es 
mayor.  
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Para poder aplicar estos criterios se realizaron estudios complementarios que 
consistieron en: 
 
 Búsqueda en fuentes bibliográficas y bases de datos para comprobar 
si las variantes de dosis encontradas estaban descritas o solapaban 
con variantes polimórficas:  
- UCSC Genome bioinformatic (http://genome.ucsc.edu/) 
- PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) 
- Human Genome Segmental Duplication Database 
(http://projects.tcag.ca/variation/) 
- Institut SANGERN (http://www.sanger.ac.uk/humgen/cnv/) 
- ECARUCA 
(http://umcecaruca01.extern.umcn.nl:8080/ecaruca/) 
 Comprobación con un método alternativo (MLPA a la carta, análisis 
de segregación mediante marcadores microsatélite, FISH) para 
cerciorarnos si la alteración era real o pudiera tratarse de un artefacto 
de la técnica.  
 Estudio de los progenitores para determinar si se trataba de variantes 
heredadas. 
 Revisión de la descripción de estas variantes en otros pacientes y su 
patología asociada.  
 Revisión de los genes localizados en la región alterada para ver si 
alguno de ellos se relaciona con el desarrollo, principalmente del 
sistema nervioso central y son sensibles a dosis. 
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7. CGH-ARRAY BASADO EN OLIGONUCLEÓTIDOS 
Para este trabajo se utilizaron dos tipos de CGH-array de oligonucleótidos: 
un array comercial, que se utilizó para el rastreo en todo el genoma de todos 
los pacientes, y un array de diseño propio, utilizado para confirmar y 
caracterizar las alteraciones que no se habían podido confirmar por otras 
técnicas. 
7.1 Descripción del  ARRAY 
 
7.1.1 Microarray comercial 44K  
El array de oligonucleótidos utilizado fue el Agilent Human Genome CGH 
Microarray 44K (oaCGH 44K). Concretamente el formato del cristal 4 x 
44K. Las características de este array son las siguientes: 
 
- Contiene más de 43.000 secuencias codificantes y no codificantes del 
genoma humano, con mayor representación en las codificantes. 
- Todos los genes bien caracterizados están representados por más de una 
sonda. 
- Las secuencias de las sondas están basadas en el mapa 36 del NCBI  
(UCSC hg18, marzo 2006). 
- La resolución es de 50-150 kb (es decir, el espacio medio entre dos 
sondas es de 50-150 kb). 
- El cristal 4 x 44K usa la tecnología 60-mer SurePrint de Agilent.  




7.1.2 Microarray 44K a la carta 
Mediante la base de datos de Agilent “High-Definition Comparative 
Genomic Hybridization (HD-CGH)” se puede crear un microarray CGH a la 
carta (oaCGH a la carta), centrado en regiones de interés y una muy alta 
resolución.  
En este estudio, se diseñó un array a la carta para 25 regiones concretas, las 
cuales abarcan un total de 15.701 kb. Para ello, se siguieron las instrucciones 
indicadas en la página web de Agilent  
(https://earray.chem.agilent.com/earray/).  
 
Las características de este array a la carta son: 
- Contiene 25 regiones genómicas (tabla 4) con un total de 15.744 puntos. 
- El número de sondas control es 1.482. 
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- Las secuencias de las sondas están basadas en el mapa 36 del NCBI  
(UCSC hg18, marzo 2006). 
- La resolución en cada región es de 1 kb.  
- El cristal 8 x a la carta usa la tecnología 60-mer SurePrint de Agilent.  
- Cada cristal contiene ocho microarrays idénticos. 
 
 
Tabla 4: Relación de las regiones comprendidas en el array a la carta. 
 
Cromosoma Banda Localización  Total pb 
5 p13.1 chr5:39029000-39489000 460000 
5 q13.2 chr5:73167000-74030000 863000 
6 q14 chr6:80353000-80878000 525000 
7 q31 chr7:114190000-114560000 370000 
7 q11.22 chr7:65663000-68594000 2931000 
8 q23.3 chr8:104219000-104554000 335000 
8 q24.24 chr8:143786000-144060000 274000 
8 q22.1 chr8:98700000-99084000 384000 
9 q34.2 chr9:138713000-139303000 590000 
10 q25.3 chr10:114992000-115501000 509000 
10 p12.2 chr10:23299000-23727000 428000 
12 qter chr12:120630000-122060000 1430000 
12 p11.22 chr12:29296000-29493000 197000 
15 q23 chr15:67884000-69199000 1315000 
15 q25.3 chr15:85851000-86020000 169000 
16 p12.2 chr16:21674000-22357000 683000 
16 p12.2 chr16:28380000-30174000 1794000 
16 qter chr16:88306000-88506000 200000 
17 p11 chr17:21125000-21512000 387000 
17 q11 chr17:22581000-23070000 489000 
17 q12 chr17:34593000-34821000 228000 
18 qter chr18:75924000-76153000 229000 
19 q13.41 chr19:58264343-58404762 140419 
19 q13.43 chr19:62807000-62970000 163000 
X p22.2 chrX:15816000-16424000 608000 
  TOTAL 15701419 
 
7.2 Preparación de las muestras 
Todas las muestras fueron analizadas mediante un gel de agarosa al 1% para 
valorar la integridad del ADN. Tener una buena calidad es importante para 
que la hibridación sea óptima y la interpretación de los resultados sea fiable.  
De cada muestra, se prepararon de 2.000 a 4.000 ng de ADN disuelto en TE. 




El marcaje, la hibridación, el escaneado y el procesado de los datos en bruto 
de los arrays de oligonucleótidos se realizó en el Instituto de Investigación 
Príncipe Felipe, concretamente en el servicio de arrays, dirigido por el Dr. 
David Blesa. 
7.4 Análisis 
El análisis de todos los arrays, tanto los arrays de genoma completo, como 
los arrays a la carta, se realizó con el programa DNA Analytics 4.0 que 
proporciona la casa comercial Agilent. Este programa muestra los resultados 
ya normalizados y con los oligonucleótidos representados en el ideograma 
del cromosoma al que corresponden.  
Se estableció que para considerar posibles variantes de dosis (de ganancia o 
de perdida) teníamos que encontrarnos dos o más oligonucleótidos 
consecutivos fuera del rango considerado dentro de la normalidad, el cual 
fue  ±0,5. El algoritmo utilizado fue el Z-score, este algoritmo para definir 
las alteraciones, se basa en la utilización de ventanas definidas por un 
umbral, en nuestro caso una ventana es de 3 oligonucleótidos, y el punto de 
corte fijado en nuestro análisis en 0,5. 
 
Figura 9: Ejemplo de resultado analizado por DNA Analytics 4.0 
 




Siguiendo los criterios previamente establecidos, se registraron todas las 
variantes de dosis con el fin de establecer su posible relación con la 
patología de los pacientes.  
Para la interpretación de los resultados obtenidos seguimos los mimos 
criterios que los utilizados con los array basado en BACs. 
 
- La herencia. 
- Casos patológicos descritos. 
- Genes localizados en la región.  
- El tamaño de la región alterada. 
 
Al igual que con los resultados del array de BACs, para aplicar los criterios 
se realizaron los mismos estudios complementarios que se mencionan en el 
apartado 6.5 de material y métodos, a los que hay que añadir en este caso la 








































1. BÚSQUEDA DE REORDENAMIENTOS 
SUBTELOMÉRICOS MEDIANTE LA TÉCNICA DE FISH  
Por medio de esta técnica se estudiaron los primeros 34 pacientes. En cada 
uno de estos casos se empleó la tanda completa de sondas FISH 
subteloméricas descritas en el apartado 2.1 de material y métodos. Por cada 
paciente, se realizaron 15 hibridaciones (una por mezcla) y se revisaron al 
microscopio de fluorescencia, al menos, 10 metafases por área de 
hibridación. Por dificultades intrínsecas de la técnica, fue necesario repetir 
aproximadamente un 15 % de las hibridaciones. Concretamente, las mezclas 
de sondas que tenían una menor eficiencia de hibridación fueron la mezcla 3 
y la mezcla 10, y dentro de éstas las sondas que habitualmente causaban más  
problemas fueron las sondas 3p, 3q, 10p y 10q. En algún caso fue necesario 
incluso la hibridación de estas sondas por separado, para poder terminar el 
estudio en el paciente.  
Por otra parte, a lo largo del estudio de estos 34 casos, se observó que las 
hibridaciones eran de mayor calidad y con menos artefactos cuando las 
extensiones se realizaban el día anterior a la hibridación, dejándolas 
envejecer durante toda la noche. También se pudo observar la importancia 
de utilizar portaobjetos bien desengrasados. Durante este estudio se 
utilizaron dos lotes de portaobjetos, las hibridaciones obtenidas sobre 
portaobjetos del primer lote se pudieron evaluar sin problemas, pero cuando 
se empezó a utilizar portaobjetos del segundo lote, las sondas no hibridaban. 
Después de realizar pruebas modificando una a una todas las posibles 
variables que pudieran afectar a la hibridación, las sondas volvieron a 
hibridar cuando se utilizaron portaobjetos de otro lote diferente.  
 
1.1 Reordenamientos subteloméricos detectados 
De los 34 pacientes estudiados, se detectaron reordenamientos 
subteloméricos desequilibrados en cuatro de ellos. Las formulas 
cromosómicas se presentan a continuación:   
 
Caso  Fórmula cromosómica 
CGM967 46,XY.ish der(6)t(3;6)(q29;p25)  
CGM935 46,XX.ish der(5)t(5;9)(p15;p23) 
CGM1160 46,XY.ish der(12)t(12;13)(p13;q34) 






En estos cuatro casos se realizó el estudio FISH de los progenitores para 
averiguar si se trataba de un reordenamiento de novo o heredado. Además, se 
delimitó la región afectada mediante análisis de segregación con diferentes 
marcadores microsatélite polimórficos, pudiendo determinar el origen de la 
alteración (Tabla 5). De las cuatro alteraciones, una fue de novo y las otras 
tres fueron heredadas de uno de los progenitores, los cuales presentaban el 
reordenamiento en equilibrio.  
 
1.1.1 Caso CGM967 ♂: 46,XY.ish der(6)t(3;6)(q29;p25) 
Presenta un cromosoma derivado 6, con deleción de la región subtelomérica 
del brazo corto que ha sido sustituida por un fragmento de la región 
subtelomérica del brazo largo del cromosoma 3 (figura 10). Los estudios 
familiares por FISH mostraron que este cromosoma derivado 6 había sido 
heredado de la madre. Tanto la madre como una hermana del paciente eran 
portadoras de la translocación equilibrada 46,XX,t(3;6)(q29;p25). Mediante 
el análisis de segregación de marcadores polimórficos, se comprobó que el 
paciente presentaba una deleción parcial de entre 6,9-7,9 Mb en la región 
distal del brazo corto del cromosoma 6 y una duplicación parcial de la región 
distal del brazo largo del cromosoma 3, de un tamaño entre  3,9-6 Mb (figura 
11).  
 

















Figura 10: Resultado del FISH subtelomérico en el paciente CGM967.  
A) Con la mezcla 3 podemos observar tres señales rojas correspondientes a la 
región subtelomérica del brazo largo del cromosoma 3, dos situadas en dicha 
posición y la otra situada en el brazo corto del cromosoma 6. B) Con la mezcla 
6 observamos sólo una de las dos señales verdes esperadas correspondientes a 
la región subtelomérica del brazo corto del cromosoma 6.  
Mezcla 3:   3p   3q  22q   22q11  
Cr. 3 
Cr. 6 
Mezcla 6:  6p   6q  13q   13q14 














































Figura 11: Caracterización de las alteraciones encontradas en el paciente CGM967 
mediante marcadores microsatélite. 
Se muestran todos los marcadores microsatélite utilizados, ordenados desde el 











































Posición en el cromosoma Mb 



































































1.1.2 Caso CGM935 ♀: 46,XX.ish der(5)t(5;9)(p15;p23) 
La paciente presenta un cromosoma derivado 5 (figura 12) con una deleción 
parcial de la región terminal del brazo corto del cromosoma 5 de entre 13,5 y 
22,5 Mb y una duplicación parcial de la región terminal del brazo corto del 
cromosoma 9 de 6,2 a 7,2 Mb. Estas regiones alteradas fueron caracterizadas 
mediante marcadores microsatélite (figura 14). Además, por medio de 
estudios familiares se vio que el cromosoma derivado había sido heredado 
del padre, quien era portador equilibrado de la translocación 














Figura 12: Resultado del FISH subtelomérico en la paciente CGM935.  
Con las mezclas 5 y 9 de sondas subteloméricas, podemos observar como la 
región subtelomérica del brazo corto de un cromosoma 5 no hibrida con la 
sonda 5p (verde) de la mezcla 5 sino que hibrida con la sonda 9p (verde) de la 














Figura 13: Resultado FISH subtelomérico en el padre de la paciente CGM935. 
La sonda 5p (verde) de la mezcla 5 hibrida en el brazo corto de un cromosoma 
9 y la sonda 9p (verde) de la mezcla 9 hibrida en el brazo corto de un 
cromosoma 5. 
Mezcla 5     5p        5q Mezcla 9         9p  9q     17q  17cen 
Cr. 5 Cr. 5 
Cr. 9 














































Figura 14: Caracterización de las alteraciones encontradas en la paciente CGM935 
mediante marcadores microsatélite.  
Se muestran todos los marcadores microsatélite utilizados, ordenados desde el 
más telomérico al más centromérico (hg 16).  
















































































































































































































































1.1.3 Caso CGM1160 ♂: 46,XY.ish der(12)t(12;13)(p13;q34) 
Este paciente muestra un cromosoma derivado 12 (figura 15) con una 
deleción de la región distal del brazo corto del cromosoma 12 de entre 4,8 y 
5,8 Mb y una duplicación de entre 6 y 7 Mb de la región distal del brazo 
largo del cromosoma 13 (alteraciones caracterizadas mediante marcadores 
microsatélite, figura 16). En este caso la translocación fue heredada de la 
madre, que era portadora equilibrada de la translocación 
46,XX,t(12;13)(p13;q34). 
Además, gracias a los estudios familiares, se detectó el cromosoma derivado 
complementario en una prima hermana del caso índice, la cual también 
presentaba un síndrome polimalformativo y deficiencia intelectual, que se 
achacaba a un problema en el parto. Esta niña, con formula cromosómica 
46,XX.ish der(13)t(12;13)(p13;q34), heredó el cromosoma 13 derivado de su 























Figura 15: Resultado del FISH subtelomérico en el paciente CGM1160.  
Mediante la mezcla 6 podemos observar tres señales naranjas correspondientes 
a la región subtelomérica del brazo largo del cromosoma 13, dos situadas en el 
brazo largo del cromosoma 13 y la otra situada en el brazo corto del 
cromosoma 12. Mediante la mezcla 12 observamos sólo una de las dos señales 
verdes esperadas correspondientes a la región subtelomérica del brazo corto 
del cromosoma 12. 
 
Cr. 12 
Mezcla 12:   12p   12q  18q  18cen 
Cr. 12 
Cr. 13 






























Figura 16: Caracterización de las alteraciones encontradas en el paciente CGM1160 
mediante marcadores microsatélite.  
Se muestran todos los marcadores microsatélite utilizados, ordenados desde el 





































































Posición en el cromosoma Mb 









































1.1.4 Caso XF2337 ♂: 46,XY.ish der(2)t(1;2)(q44;q37) 
Este caso muestra un cromosoma 2 derivado (figura 17), con deleción 
parcial de entre 11 y 14,3 Mb en la región subtelomérica del brazo largo del 
cromosoma 2 y una duplicación parcial de al menos 6 Mb en el brazo largo 
del cromosoma 1 (figura 18). En este caso, el estudio de FISH a los 
progenitores no mostró ninguna alteración y dado que el estudio con 
marcadores microsatélite excluye una posible falsa paternidad, se deduce 
que la translocación había surgido de novo en el paciente. En cuanto al 
análisis de segregación se pudo comprobar que con los marcadores 
microsatélite del brazo largo del cromosoma 2 se perdían los alelos de origen 
paterno, mientras que los marcadores microsatélite del brazo largo del 
cromosoma 1 mostraban un aumento de dosis de los alelos maternos. Esto 























Figura 17: Resultado del FISH subtelomérico en el paciente XF2337.  
Con la mezcla 1 podemos observar tres señales rojas correspondientes a la 
región subtelomérica del brazo largo del cromosoma 1, dos situadas en dicha 
localización y la otra situada en el brazo largo del cromosoma 2. Con la 
mezcla 2 observamos sólo una de las dos señales rojas esperadas 






































Figura 18: Caracterización de las alteraciones encontradas en el paciente XF2337 
mediante marcadores microsatélite.  
Se muestran todos los marcadores microsatélite utilizados, ordenados desde el 

























Posición en el cromosoma Mb 























































Posición en el cromosoma Mb 
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Tabla 5: Resumen de las alteraciones detectadas por FISH subtelomérico 
 
MPTE: Madre portadora de la translocación en equilibrio. 
PPTE: Padre portador de la translocación en equilibrio. 






























Caso Alteración Posición 
Tamaño 
mínimo (Mb) 






































2. BÚSQUEDA DE REORDENAMIENTOS 
SUBTELOMÉRICOS MEDIANTE LA TÉCNICA DE MLPA  
 
Cuando se empezó a utilizar la técnica de MLPA para la búsqueda de 
reordenamientos subteloméricos, no había ningún trabajo publicado sobre su 
utilidad para este tipo de aplicación. Por ello, lo primero que se hizo, fue 
analizar la fiabilidad y reproducibilidad de la técnica por medio del estudio 
de 22 controles sanos y 34 pacientes estudiados previamente por FISH. 
Ambos grupos de controles se estudiaron con las tres SALSAs (SALSA P036, 
SALSA P019 y SALSA P020) que se encontraban en ese momento en el 
mercado para la detección de desequilibrios subteloméricos. Una vez 
validada la técnica se procedió a estudiar una primera tanda de 61 pacientes 
con las tres SALSAs. En base a los resultados obtenidos con esta primera 
tanda de pacientes, se cambió la estrategia de estudio y los 107 pacientes 
restantes, se estudiaron con una sola SALSA (P036), confirmando las 
variantes encontradas mediante las otras SALSAs P019, P020 y por FISH.  
2.1 Validación de la técnica MLPA en 22 controles procedentes de 
individuos sanos 
En primer lugar, dado que se trataba de una técnica cuantitativa recién 
descrita, se analizó la variabilidad intrínseca de los valores normalizados 
obtenidos para cada una de las sondas en muestras control (figura 19). En 
general, las sondas mostraron un comportamiento bastante homogéneo y los 
valores normalizados se disponían alrededor de 1 como cabría esperar. Sin 
embargo, se observaban diferencias de rango entre ellas. Por ejemplo, en el 
caso de la SALSA P036, el rango de variabilidad de la sonda 21q fue mucho 
mayor que el rango de la sonda 6q. Por tanto, se consideró que no todas las 











Figura 19: Diagrama de caja (Box-plot) del comportamiento de las sondas de la 
SALSA P036. Cada caja representa la mediana (línea interior de la caja) y los 
cuartiles 1º y 3º (límite inferior y superior de cada caja) de los valores 

































































En el análisis de estos 22 controles encontramos cuatro variantes de dosis 
distintas, tanto de duplicación (valor 1,5) como de deleción (valor 0,5). Estas 
variantes fueron: para la SALSA P036 dos controles con duplicación 10q y 
otro con duplicación “15p”; para la SALSA P019 un control con deleción 6p 
y otros dos controles con deleción 2q (ver tabla 6).  
 
2.2 Validación de la técnica MLPA con casos previamente 
estudiados por la técnica de FISH 
Los 34 pacientes que previamente se habían estudiado por FISH, se 
analizaron mediante las SALSAs de MLPA subtelomérico. Este estudio 
demostró que la técnica MLPA era capaz de detectar las mismas  
alteraciones que se habían visto por FISH. Además, por medio del MLPA se 
observó un nuevo reordenamiento no detectado por FISH. Este 
reordenamiento fue una duplicación de la sonda “14p”. 
Los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos están formados por 
secuencias repetitivas. Por ello, los grupos de sondas FISH para 
reordenamientos subteloméricos no incluyen sondas para los brazos cortos 
de los cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22. Sin embargo, las SALSAs de MLPA, 
para suplir esta falta, incorporan sondas de estos cromosomas localizadas en 
la región subcentromérica del brazo largo. Por ello, la duplicación detectada 
por la sonda “14p”, se encuentra realmente en el brazo largo del cromosoma 
14 a nivel subcentromérico, y no pudo ser detectada mediante la técnica de 
FISH.  
 
2.3  Análisis de la serie de pacientes con las tres SALSAs de MLPA 
subteloméricas P036, P019 y P020 
Inicialmente se estableció un protocolo que consistía en estudiar cada caso 
con todas las SALSAs de MLPA disponibles para reordenamientos 
subteloméricos. Por una parte, la P036 que contiene sondas para todas las 
secuencias subteloméricas, y por otra las SALSAs P019 y P020 que se 
complementan, y en su conjunto también cubren todas las regiones 
subteloméricas. Mediante este protocolo se analizaron los primeros 95 
pacientes (61 casos nuevos y 34 estudiados previamente por FISH). Se 
encontraron 18 casos que presentaban una aparente discordancia en los 
resultados, es decir, cambios de dosis detectados con una sonda de una 
SALSA que no se confirmaron con la sonda correspondiente a esa misma 
región de la otra SALSA (ver tabla 6). Ninguna de estas alteraciones se 
confirmó mediante la técnica de FISH. Mediante el estudio de los 
progenitores (en los casos en que se disponía de material), se pudo 




de estos cambios se habían detectado también en la serie de controles,  por lo 
que se consideraron como variantes de dosis polimórficas.  
A la vista de estos resultados previos, que parecian indicar que los cambios 
de dosis que se detectaban solo con una de las SALSAs eran variantes de 
dosis polimórficas, en su mayor parte heredadas de uno de los progenitores, 
se planteó un cambio en la estrategia de utilización de las SALSAs de MLPA. 
Así pues, los 107 pacientes restantes, solo se estudiaron inicialmente con la 
SALSA P036. Si se detectaba alguna variación de dosis, se estudiaba a los 
padres. Si estos no presentaban la variante de dosis, entonces, además de 
confirmarla mediante las SALSAs P019/P020 (que posteriormente fueron 
sustituidas por una nueva SALSA P070), también se confirmaba por FISH.  
 
Tabla 6: Variantes de dosis subteloméricas identificadas por una sola SALSA de 















*Un paciente con deleción 11p y duplicación 10q 
 
 
Nota: A lo largo de este trabajo, la SALSA P036 ha sido mejorada repetidas 
veces y cada vez se utilizó la versión más reciente (SALSA 
P036B/P036C/P036D). Así como las SALSAs P019/20 se convirtieron en 
P070.  
Estas mejoras consistían en sustituir las sondas que habían mostrado un 
alto grado de polimorfismo por otras. Por ejemplo, la sonda 10q de la 
SALSA P036, que hibrida en una región del gen CYP2E1, mostró variación de 
dosis en población general. Por ello, en versiones posteriores, fue sustituida 
por una sonda que hibrida en el gen PAO.  
 
Un ejemplo llamativo de estas variantes de dosis heredadas de los 
progenitores es el caso CGM1160. Este paciente, como ya hemos comentado 
  
Sondas MLPA  Pacientes Progenitores Controles 
SALSA P036 
Duplicación 1q 1   1    
Duplicación 10q  5 * 4
 
2   
Duplicación 13q 1   1  
Deleción 8p 2   1  
Deleción 11p 1 * 1  
Deleción 15p   1   
SALSA P019 
Deleción 2q  2    2   
Deleción 6p 5   5  1   
Duplicación Xp 1   1    
Nº total de casos 
estudiados 




anteriormente, es portador de un cromosoma 12 derivado de una 
translocación críptica entre los cromosomas 12 y 13: 46,XY.ish 
der(12)t(12,13)(p13.3;q34). Este cromosoma 12 derivado fue heredado de su 
madre, la cual es portadora de la translocación en equilibrio. Al reanalizar 
este caso mediante la técnica de  MLPA, se confirmó la deleción en el brazo 
corto del cromosoma 12 (12p) y la duplicación en el brazo lago del 
cromosoma 13 (13q), pero además se detectaron dos variantes de dosis más 
con la SALSA P036: una duplicación en 10q heredada de su madre que 
también presentaba su hermana sana, y una deleción en 11p heredada de su 







Figura 20: Representación gráfica del resultado de MLPA SALSA P036 en la familia 






































































































































































































































































2.4 Reordenamientos subteloméricos detectados 
En el conjunto de los 202 pacientes estudiados con MLPA subtelomérico, se 
encontraron 20 casos que presentaban variantes de dosis con las dos SALSAs:  
- 4 casos, mencionados anteriormente, con reordenamientos 
identificados por FISH. 
- 1 caso que había sido estudiado por FISH con resultado normal, 
también mencionado anteriormente. 
- 15 casos que no estaban estudiados por FISH con variantes de 
dosis nuevas. 
 
En los 16 casos que encontramos variantes de dosis nuevas mediante las dos 
SALSAs, se realizaron estudios complementarios para confirmar y 
caracterizar las alteraciones: 
- Utilización de la técnica MLPA en el ADN de los padres, para 
comprobar si la variante de dosis había sido heredada de alguno de los 
progenitores.  
- Utilización de la técnica de FISH en metafases procedentes del paciente 
con sondas subteloméricas de la región implicada en la variante de 
dosis, para confirmar el resultado obtenido por MLPA, así como para 
poder ver la localización de aquellas regiones duplicadas. 
- Si el paciente presentaba variante de duplicación en una sonda y de 
deleción en otra sonda, se utilizó la técnica de FISH en metafases de los 
progenitores con sondas subteloméricas de las regiones implicadas, para 
poder determinar si esas variantes de dosis eran consecuencia de una 
translocación equilibrada presente en alguno de los progenitores. 
- Caracterización de las deleciones o duplicaciones detectadas, mediante 
diferentes técnicas: análisis de segregación con marcadores 
microsatélite, MLPA de síndromes concretos o CGH-array. 
 
Los resultados obtenidos en estos estudios se resumen en la tabla 7. Los 
reordenamientos detectados se encuadran en 3 tipos: 
 
- TIPO I: Casos que presentan una duplicación y una deleción en 
diferentes regiones.  
- TIPO II: Casos que presentan una duplicación o una deleción pura.  
- TIPO III: Casos que presentan reordenamientos complejos en una 











oaCGH: CGH-array de oligonucleótidos (44K) 
aCGH (BAC´S): CGH-array de BAC´s 
MM: marcadores microsatélites. 
MPTE: Madre portadora de la translocación en equilibrio. 
PPTE: Padre portador de la translocación en equilibrio. 
 













al menos 11,5 
al menos 5,6 






















3,6 (0,062/3,677)  
3,1 (0,186/3,338)  






oaCGH MPTE Materna 
II 




De novo Materno 
CGM2067 Del 1p 2,1-2,4  MLPA De novo - 
CGM506 Del 1p 2,1-2,4  MLPA De novo - 
CGM1388 Del 9q 1,2 (138,913/140,128) 
oaCGH 
MM 
De novo Paterno 
CGM1397 Del 9q 1,0 (139,119/140,128)  
oaCGH 
MM 
De novo Paterno 
X2686 Dup 22q 0,5 (48,996/49,525) 
oaCGH 
MM 
De novo - 
XF1054 Del 22q 1,3 (48,182/49,525)  
aCGH (BAC´S) 
MM 
De novo - 
CGM165 Del 22q 0,001(49,524-49,525) 
oaCGH 
MLPA 
De novo - 
III 
CGM1313 Del 8p 
Del 6,7 (0/6,720) 
Dup 23 (12,772/35,784) 
oaCGH 
 
De novo Materno 
CGM1525 Del 4p 
Del 1,3 (0/1,323) 
Dup 1,1 (1,379/2,474) 
oaCGH 
 




2.4.1 TIPO I: Casos que presentan una duplicación y una deleción en 
diferentes regiones 
Son seis los pacientes incluidos en este grupo. 
CGM1387 ♀: Presenta una deleción de la parte terminal del brazo 
corto del cromosoma 5 (5p) y una duplicación de la parte terminal del brazo 
largo del cromosoma 10 (10q). Estas alteraciones se confirmaron en la 
paciente mediante FISH. Esta técnica, mostró que se trataba de un 
cromosoma derivado con el fragmento duplicado de 10q localizado en el 
brazo corto del cromosoma 5 (figura 21). El resultado del FISH en metafases 
de los progenitores indicó que la madre era portadora de una translocación 
equilibrada entre los cromosomas 5 y 10. Además, con el fin de acotar las 
regiones alteradas, se analizó el ADN de esta paciente con la SALSA P096 
resultando delecionadas, al menos las 11,5 Mb más terminales del 
cromosoma 5p, lo que incluyen la región crítica del Síndrome Cri du Chat, y 
con la SALSA P286-A1 resultando duplicadas todas las sondas de la región 






















Figura 21: Resultado de FISH y MLPA subtelomérico de la paciente CGM1387. 
 En la parte superior: imagen FISH de la mezcla 5 del kit ToTelvisión. En ella 
se puede observar que la sonda telomérica del brazo corto del cromosoma 5 
solo hibrida en uno de los cromosomas 5, indicando la deleción de dicha zona. 
En la parte inferior: representación gráfica del resultado de MLPA SALSA 
P036 en la paciente CGM1387. Se puede observar el aumento de dosis de la 









































XF2463 ♂: El paciente presenta una deleción del extremo del brazo 
corto del cromosoma 2 (2p) y una duplicación del extremo del brazo largo 
del cromosoma 2 (2q). La técnica de FISH mostró que se trataba de una 
translocación desequilibrada que había surgido de novo en el paciente. En 
este caso la caracterización de las alteraciones se realizó tanto por análisis de 
segregación mediante marcadores microsatélite, como por CGH-array 44K. 
La deleción tiene una extensión de 2,7 Mb y la duplicación de 11,9 Mb 
(figuras 22, 23 y 24). 
 
Figura 22: Representación gráfica del resultado de MLPA SALSA P036 en el 
paciente XF2463.  
Se puede observar la disminución de dosis de la sonda 2p y el aumento de 




















Figura 23: Caracterización de las alteraciones encontradas en el paciente XF2463 
mediante marcadores microsatélite. 
Se muestran todos los marcadores microsatélite utilizados ordenados desde el 
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Posición en el cromosoma en Mb 
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Figura 24: Representación gráfica del resultado de CGH-array 44K  en el 
cromosoma 2 del paciente XF2463. 
Se puede observar el aumento de dosis de los oligonucleótidos localizados en 
la región telomérica del brazo largo del cromosoma 2 y una disminución de 








CGM1819 ♂: Presenta una deleción de la parte terminal del brazo 
largo del cromosoma 14 (14q) y una duplicación de la parte terminal del 
brazo largo del cromosoma 8 (8q). La técnica de FISH mostró que se trataba 
de un cromosoma 14 derivado de una translocación subtelomérica 46,XY.ish 
der(14)t(8;14)(q24.3;q32.32) y que el padre presentaba la translocación en 
equilibrio. El resultado después de acotar las alteraciones mediante CGH-
array 44K fue que presentaba una deleción en el brazo largo del cromosoma 
14 de 3,3 Mb y una duplicación de 6 Mb en el brazo largo del cromosoma 8 













Figura 25: Representación gráfica del resultado de MLPA (SALSA P036) en el 
paciente CGM1819.  
Se puede observar el aumento de dosis de la sonda 8q y la disminución de 















Figura 26: Representación gráfica del resultado del CGH-array 44K en el 
cromosoma 8 del paciente CGM1819.  
Se puede observar el aumento de dosis de las sondas situadas en la región 


























Figura 27: Representación gráfica del resultado del CGH-array 44K en el 
cromosoma 14 del paciente CGM1819.  
Se puede observar la disminución de dosis de las sondas situadas en la región 






CGM245 ♀ : La paciente presenta una deleción en el extremo final 
del brazo largo del cromosoma 13 y una duplicación en el extremo final del 
brazo largo del cromosoma 15 (figura 28). La técnica de FISH mostró que se 
trataba de un cromosoma 13 derivado de una translocación 46,XX.ish 
der(13)t(13;15)(q33.4;q25.2). Su madre presenta la translocación en 
equilibrio. Mediante CGH-array 44K se acotaron las regiones implicadas en 
la translocación siendo de 1,2 Mb la deleción del brazo largo del cromosoma 














Figura 28: Representación gráfica del resultado de MLPA (SALSA P036D) en la 
paciente CGM245. 
Se puede observar el aumento de dosis de la sonda 15q y la disminución de 















Figura 29: Representación gráfica del resultado del CGH-array 44K en el 
cromosoma 13 de la paciente CGM245.  
Se puede observar la disminución de dosis de los oligonucleótidos situados en 






















Figura 30: Representación gráfica del resultado del CGH-array 44K en el 
cromosoma 15 de la paciente CGM245.  
Se puede observar el aumento de dosis de los oligonucleótidos situados en la 








CGM897 ♀: La paciente presenta una deleción en el extremo final 
del brazo corto del cromosoma 4 (4p) y una duplicación del brazo corto del 
cromosoma 11 (11p) (figura 31). Los estudios mediante FISH mostraron que 
se trataba de un cromosoma 4 derivado de una translocación 46,XX.ish 
der(4)t(4;11)(p16.1;p15.5). Su padre presenta la translocación en equilibrio. 
El CGH-array 44K mostró que la deleción de 4p se extendía 3,7 Mb y la 













Figura 31: Representación gráfica del resultado de MLPA (SALSA P036D) en la 
paciente CGM897.  
Se puede observar el aumento de dosis de la sonda 11p y la disminución de 
















Figura 32: Representación gráfica del resultado del CGH-array 44K en el 
cromosoma 4 de la paciente CGM897.  
Se puede observar la disminución de dosis de los oligonucleótidos situados en 






















Figura 33: Representación gráfica del resultado del CGH-array 44K en el 
cromosoma 11 de la paciente CGM897. 
Se puede observar el aumento de dosis de los oligonucleótidos situados en la 




X3361 ♂: El paciente presenta una duplicación del extremo final del 
brazo corto del cromosoma 17 (17p) y una deleción de la parte final del 
brazo largo del cromosoma 21 (21q) (figura 34). La técnica de FISH mostró 
que el paciente presentaba un cromosoma derivado de una translocación 
46,XY.ish der(21)t(17;21)(p13.3;q22.3). Su madre presenta la translocación 
en equilibrio. Mediante la caracterización por CGH-array 44K se observó 
que la duplicación de 17p se extendía  4,1 Mb y la deleción de 21q 1,7 Mb 













Figura 34: Representación gráfica del resultado de MLPA (SALSA P036D) en el 
paciente X3361.  
Se puede observar el aumento de dosis de la sonda 17p y la disminución de 

















Figura 35: Representación gráfica del resultado del CGH-array 44K en el 
cromosoma 17 del paciente X3361.  
Se puede observar un aumento de dosis de los oligonucleótidos situados en la 




















Figura 36: Representación gráfica del resultado del CGH-array 44K en el 
cromosoma 21 del paciente X3361.  
Se puede observar una disminución de dosis de los oligonucleótidos situados 







2.4.2.TIPO II: Casos que presentan una duplicación o una deleción pura 
En este grupo se engloban siete casos. 
 
CGM991 ♂: El paciente presenta una duplicación subcentromérica 
en el cromosoma 14 detectada por MLPA (figura 37). Mediante la aplicación 
de la técnica MLPA en el ADN de los progenitores se observó que la 
duplicación del paciente era de novo. Por medio del análisis de segregación 
con marcadores microsatélite se confirmó la duplicación y se determinó que 
el alelo duplicado era de origen materno (figura 38). 
Para saber si el fragmento duplicado se localizaba en otro cromosoma o si se 
trataba de una duplicación en tandem, se prepararon sondas FISH a partir de  
clones tipo BAC: RP11-536C10 localizado en la región duplicada y RP11-
52O23 localizado en la región 14q28 del brazo largo del cromosoma 14. El 
resultado mostró que se trataba de una duplicación en tandem (figura 39). 
Por último, mediante CGH-array 44K se estableció que la duplicación 


















Figura 37: Representación gráfica del resultado de MLPA (SALSA P036) en el 
paciente CGM991. 

























Figura 38: Caracterización y confirmación de la alteración encontrada en el paciente 
CGM991 mediante marcadores microsatélite. 
Se muestran todos los marcadores microsatélite utilizados ordenados desde el 















































































































































Figura 39: Paciente CGM991 imagen FISH de los clones tipo BACs marcados: 
RP11-52O23 (rojo) utilizado como sonda control del cromosoma 14 y RP11-
53610 (verde) ubicada en la región 14q11 duplicada  de este paciente.  
En ella se puede observar que la sonda RP11-53610 híbrida únicamente en los 















Figura 40: Representación gráfica del resultado del CGH-array 44K en el 
cromosoma 14 del paciente CGM991.  
Se puede observar un aumento de dosis de los oligonucleótidos situados en la 













CGM2067 ♂ y CGM506 ♀: Ambos pacientes presentan una 
deleción en el extremo final del brazo corto del cromosoma 1 (1p) (figura 41 
parte superior). El estudio mediante la técnica de MLPA con el ADN de los 
progenitores, mostró que la alteración en ambos casos había surgido de novo. 
Como hay un síndrome descrito causado por la deleción de la región 
terminal del brazo corto del cromosoma 1, también existe un MLPA 
diseñado para caracterizar esta región. Por eso, en estos dos casos se utilizó 
la técnica MLPA con la SALSA P064 para acotar la región. En ambos casos 
la región delecionada se extendía entre 2,1 y 2,4 Mb desde el telómero 




























Figura 41: Representación gráfica del resultado de MLPA SALSA P036B (parte 
superior) y SALSA P064 (parte inferior) en el paciente CGM506. 















 CGM1388 ♂ y CGM1397 ♀: Ambos pacientes presentan una 
deleción en el extremo final del brazo largo del cromosoma 9 (9q) (figura 
42). El estudio FISH con sondas subteloméricas en linfocitos de los 
pacientes confirmó la deleción. El estudio mediante la técnica de MLPA con 
el ADN de los padres, mostró que la alteración en ambos casos había surgido 
de novo. El análisis de segregación mediante marcadores microsatélite de la 
región nos indicó que la alteración en ambos pacientes era de origen paterno. 
Además, por medio de estos marcadores microsatélite pudimos acotar la 
deleción, en el caso de la paciente CGM1397 entre 0,5 y 1,2 Mb mientras 
que la deleción del paciente CGM1388 se encontraba entre 0,5 y 2 Mb 
(figura 43). Posteriormente, estos pacientes fueron estudiados mediante 
CGH-array  44K observándose una deleción de 1,2 Mb en el paciente 


























Figura 42: Representación gráfica del resultado de MLPA (SALSA P036B) en los 
pacientes CGM1388 y CGM1397. 
Se puede observar la disminución de dosis de la sonda correspondiente al 


















































Figura 43: Caracterización de la alteración encontrada en los pacientes CGM1388 y 
CGM1397.  
Se muestran todos los marcadores microsatélite utilizados ordenados desde el 































Posición en el cromosoma Mb 










































































































Posición en el cromosoma Mb 







































Figura 44: Representación gráfica del resultado del CGH-array 44K en el 
cromosoma 9 de los  pacientes CGM1388 y CGM1397.  
Se puede observar una disminución de dosis de los oligonucleótidos situados 
en la región más telomérica del brazo largo del cromosoma 9 en ambos 
pacientes. En la parte superior de la figura se observa la región delecionada en 





X2686 ♂: El paciente presenta una duplicación de la región terminal 
del brazo largo del cromosoma 22 (22q) (figura 45). El estudio de MLPA en 
el ADN de los progenitores indicó que la duplicación había surgido de novo 
en el paciente. El análisis de segregación mediante marcadores microsatélite 
nos indicó que la duplicación era menor de 2,3 Mb, puesto que el marcador 
más telomérico D22S116 situado a 2,3 Mb del telómero del brazo largo 
presentaba dos alelos (figura 46). El estudio mediante CGH-array basado en 
BACs mostró una tendencia de los clones más teloméricos, pero solo un clon 
superaba el límite de 0,25 y no confirmaba la duplicación (figura 47). 
Posteriormente, se realizó un estudio de FISH con una sonda telomérica del 
cromosoma 22 (gen ARSA) en el paciente, para confirmar los hallazgos del 
MLPA, pero solo observamos dos señales y no apreciamos diferencias entre 
las dos señales. Así pues, diseñamos una sonda de MLPA muy cercana a la 
región estudiada por FISH (ver figura 54), y se incluyó en la SALSA K3. Se 
aplicó esta SALSA al ADN del paciente junto con el ADN de sus padres y se 
observó un aumento de dosis en el paciente pero no en sus padres (figura 
48). Finalmente, mediante el estudio de CGH-array 44K se pudo confirmar 

















Figura 45: Representación gráfica del resultado de MLPA (SALSA P036B) en el 
paciente X2686.  
Se puede observar un aumento de dosis de la sonda correspondiente al brazo 



































Figura 46: Caracterización de la alteración encontrada en el paciente X2686.  
Se muestran todos los marcadores microsatélite utilizados ordenados desde el 


















Figura 47: Representación gráfica del resultado del CGH-array de BACs en el 
cromosoma 22 del  paciente X2686.  
Se puede observar que existe una tendencia de aumento de dosis de los BACs 
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Figura 48: Representación gráfica del resultado del MLPA a la carta SALSA K3, que 
incluye la sonda ubicada en la región delecionada del  paciente X2686. 
Se analizó el ADN del paciente y sus progenitores (CGM 1577, CGM1578). 
Se puede observar como la sonda del MAPKBIP2, situada en la región 






















Figura 49: Representación gráfica del resultado del CGH-array 44K en el 
cromosoma 22 del paciente X2686.  
Se puede observar un aumento de dosis de los oligonucleótidos situados en la 
región más telomérica del brazo largo del cromosoma 22. En la parte superior 



















































XF1054 ♀: La paciente presenta una deleción del segmento final del 
brazo largo del cromosoma 22 (22q) (figura 50 parte superior). El estudio de 
MLPA en el ADN de los progenitores indicó que la deleción había surgido 
de novo en la paciente. El análisis de segregación mediante marcadores 
microsatélite nos indicó que la deleción era menor de 2,3 Mb puesto que el 
marcador más telomérico, D22S116 situado a 2,3 Mb del telómero del brazo 
largo, resultó heterocigoto. Mediante MLPA con sondas de diseño propio 
(SALSA K3), se detectó una disminución de dosis en esa región en la 
paciente pero no en sus padres (figura 50 parte inferior). Finalmente, el 
estudio mediante CGH-array de BACs mostró que la deleción presentaba un 






















Figura 50: Representación gráfica de los resultados de MLPA en la paciente 
XF1054.  
En la parte superior: representación gráfica del resultado de MLPA SALSA 
P036B. Se puede observar una disminución de dosis de la sonda 
correspondiente al brazo largo del cromosoma 22. En la parte inferior: 
Representación gráfica del resultado del MLPA a la carta SALSA K3 donde se 
encuentra la sonda ubicada en la región delecionada de la paciente. Se analizó 
el ADN de la paciente y sus progenitores (CGM1586, CGM1578). Se puede 
observar como la sonda para el gen MAPKBIP2, situada en la región 

















































































Figura 51: Resultado de los marcadores microsatélite y CGH-array de BACs en la 
paciente X1054.  
En la parte superior: genotipos de los marcadores microsatélite empleados. 
En la parte inferior: Representación gráfica del resultado del CGH-array de 
BACs en el cromosoma 22. Se puede observar una disminución de dosis de las 
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CGM165 ♀: Mediante el MLPA P036B se observó una deleción en 
22q (gen RABL2B). Se realizó el estudio a los progenitores mediante esta 
misma técnica y no presentaron ninguna alteración. Posteriormente, 
mediante el estudio de FISH con la sonda TUPLE 1 (gen ARSA), la paciente 
resultó ser normal. El estudio de los padres mediante FISH con la sonda Tel 
22q (gen ACR) también resultó norma (figura 54)l. Se revisó el cariotipo que 
había sido realizado en otro centro. El resultado del cariotipo fue 
46,XX,t(17;22)(q23;q13)[28]/46,XX[6], es decir, la paciente presentaba una 
translocación en mosaico, aparentemente equilibrada, que implicaba al brazo 
largo de los cromosomas 17 y 22. Se decidió realizar un CGH-array para 
aclarar estos resultados. El CGH-array de oligonucleótidos, nos mostró una 
duplicación en el cromosoma 8 de siete genes (143,856-143,990 Mb hg18) 
heredada de su madre, y una deleción de dos oligonucleótidos en el 
cromosoma 22q (49,524-49,525 Mb hg18) (figura 53). En el cromosoma 17 
no se encontró ninguna variante de dosis. La variante de dosis del 
cromosoma 22q afecta aparentemente, solo al gen ACR, y en esa región se 
encuentran varias CNV descritas en población general. Posteriormente se 
realizó un análisis de MLPA con la SALSA P245A2 que contiene sondas 
para el gen SHANK3, principal responsable del síndrome de Phelan-
McDermid, que cursa con DI. El resultado nos indicó que se encontraba 












Figura 52: Representación gráfica del resultado de MLPA (SALSA P245) en la 
paciente CGM165.  
Se puede observar una disminución de dosis de la sonda correspondiente al 




















Figura 53: Representación gráfica del resultado del cromosoma 22q del CGH-array 
de oligonucleótidos del paciente CGM165. Enmarcados mediante cuadros, se 
encuentran los genes implicados en esta alteración. Podemos observar que en 










Figura 54: Representación gráfica de la posición de las diferentes sondas utilizadas 
con cada una de las técnicas, para el estudio de la región 22q13 en los tres 




 2.4.3.TIPO III: Reordenamientos complejos en una misma región 
cromosómica  
Los pacientes que presentan este tipo de alteraciones son dos. 
 
 CGM1313 ♂: El paciente presenta una deleción del segmento final 
del brazo corto del cromosoma 8 (8p) (figura 55). El análisis de segregación 
mediante marcadores microsatélite nos indicó que la alteración apareció de 
novo en el paciente y era de origen materno. Además, el marcador D8S552 
empleado para caracterizar esta deleción, mostró un patrón trialélico con 
duplicación del alelo materno. Este resultado sugería que podía haber un 
reordenamiento complejo (figura 56). El resultado de la técnica CGH 
mediante el array basado en BACs en este paciente mostró que presentaba 




















Figura 55: Representación gráfica del resultado de MLPA (SALSA P036) en el 
paciente CGM1313. 
Se puede observar una disminución de dosis de la sonda correspondiente al 


































Figura 56: Caracterización de la alteración encontrada en el paciente CGM1313 
mediante marcadores microsatélite. 
Se muestran todos los marcadores microsatélite utilizados, ordenados desde el 














Figura 57: Representación gráfica del resultado del CGH-array de BACs en el 
cromosoma 8 del  paciente CGM1313.  
Se puede observar una disminución de dosis de aquellas sondas  situadas en la 
región más telomérica del brazo corto, seguido de una región con dosis normal 
y adyacente a ella, un aumento de dosis de algunos clones. 
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CGM1525 ♂: El paciente presenta una deleción del segmento final 
del brazo corto del cromosoma 4 (4p) (figura 58). El estudio mediante 
MLPA en el ADN de los progenitores indicó que la deleción había surgido 
de novo en el paciente. El resultado de la técnica CGH-array 44K en este 
paciente mostró que presentaba una deleción terminal de 1,3 Mb y una 













Figura 58: Representación gráfica del resultado de MLPA (SALSA P036B) en el 
paciente CGM1525. 
Se puede observar una disminución de dosis de la sonda correspondiente al 





















Figura 59: Representación gráfica del resultado del CGH-array 44K en el 
cromosoma 4 del paciente CGM1525.  
Se puede observar una disminución de dosis de las sondas situadas en la 
región más telomérica del brazo corto del cromosoma 4 seguido de un 
aumento de dosis de las sondas adyacentes. En la parte superior de la figura se 





2.5 Interpretación de los resultados según su implicación 
patológica 
 
Realizados todos estos estudios experimentales, para establecer el carácter 
patológico de estas variantes se evaluaron caso a caso los siguientes criterios 
descritos en el apartado 6.5 de material y métodos: 
- La herencia 
- Casos descritos  
- Los genes localizados en la región 
- El tamaño  
 
Se realizó una búsqueda exhaustiva en la literatura de casos publicados que 
presentaran la misma o similares variantes de dosis, y se revisó la presencia 
de genes patológicos en las regiones alteradas. 
 
Por un lado, todos los pacientes que presentaban una duplicación y una 
deleción en diferentes regiones (translocaciones subteloméricas o 
alteraciones de tipo I), a pesar de proceder mayoritariamente de una 
translocación equilibrada en un progenitor, en todos los casos las pérdidas y 
ganancias de material genético fue una condición de novo, claramente 
indicativa de ser patológicas. 
Además, en algunos casos el desequilibrio de pérdida implicaba a regiones  
asociadas a síndromes concretos como: 
 Síndrome de Cri du Chat: caso CGM1387 deleción 5p 
 Síndrome de Wolf-Hirschhorn: caso CGM897 deleción 4p 
 Síndrome de Miller-Dieker: caso X3361 deleción 17p 
En otros casos, el desequilibrio de estas regiones no se asociaba con un 
síndrome concreto, pero dichos desequilibrios presentaban una gran cantidad 
de genes implicados, como es el caso CGM245 que presentaba 23 genes 
delecionados y 79 genes duplicados o el caso CGM1819 que presentaba 127 
genes duplicados y 250 genes delecionados. 
Con respecto a las variantes de dosis que presentaba el paciente XF2463, 
estas habían surgido de novo en el paciente y aunque no existía ningún otro 
caso descrito con las mismas alteraciones, sí se habían descrito pacientes con 
retraso del neurodesarrollo y alteraciones similares a las de nuestro paciente, 
que implicaban a un telómero u otro del cromosoma 2.   
 
Por otra parte, las duplicaciones o las deleciones puras recogidas en los casos 
tipo II y los reordenamientos complejos en una misma región recogidos en 
los casos tipo III, habían surgido igualmente de novo en los pacientes y 
ninguna de estas variantes estaba descrita en individuos control.  
Algunas de estas variantes estaban asociadas a síndromes concretos como es 




McDermid (deleción 22q13). Otras se habían detectado en individuos con 
una patología similar a nuestros pacientes, como es el caso de la duplicación 
22q13 o la deleción 9q (las cuales se han asociado posteriormente con 
síndromes concretos), al igual que las variantes catalogadas como tipo III, 
las cuales también se habían descrito en individuos con discapacidad 
intelectual y anomalías congénitas, siendo conocidas con el nombre de 
inversión-duplicación-deleción (invdupdel). 
Por último, la variante detectada en el paciente CGM991, no había sido 
descrita previamente, pero algunos de los más de 200 genes localizados en 
esta duplicación están relacionados con funciones neuronales como es el 
caso de CPE6, NEDD8 o LOC401744.  
 
Por todo ello, estos reordenamientos detectados mediante MLPA con las dos 




3. BÚSQUEDA DE REORDENAMIENTOS GENÓMICOS 
MEDIANTE CGH BASADO EN ARRAY DE BACs  
3.1 Puesta a punto de la técnica 
Los arrays utilizados en esta fase del trabajo fueron arrays genómicos de 
clones BACs no comerciales (ver material y métodos 3.7).  
En primer lugar, para poner a punto la técnica y comprobar la sensibilidad 
del array, se empleó ADN de 4 pacientes con alteraciones previamente 
conocidas y caracterizadas mediante análisis de segregación de marcadores 
microsatélite, a modo de controles positivos (tabla 8).  
 
Tabla 8: Controles positivos para el array de BACs: relación de variantes localizadas 
en diferentes cromosomas, caracterizadas y acotadas mediante marcadores 
microsatélite. 
 
El ADN de referencia que se utilizó para co-hibridar con nuestros ADNs 
problema (pacientes y controles positivos) fue una mezcla de ADN 
genómico de individuos sanos en cantidades equitativas. Se preparó una 
mezcla con ADN de 10 varones y otra con ADN de 10 mujeres. 
 
La hibridación de los 4 arrays con ADN de controles positivos permitió 
detectar las variantes de dosis tanto de duplicación como de deleción ya 
conocidas (figura 60). Con los resultados obtenidos y tras la normalización 
de los datos, se determinaron los valores a partir de los cuales se podía 
considerar que un clon presentaba una dosis anómala. Se estableció un punto 
de corte de ±0,25 como límite para considerar una dosis normal. 
 




CGM1054 46,XX,der(4)t(3;4)(qter;qter) Duplicación  3qter 7,2 




Duplicación 5pter 22,3 
  Deleción 10qter 5,8 
CGM1313 invdupdel (8pter) Deleción  8pter 6,7 
  Duplicación 8p24 11,4 
CGM991 
Duplicación subcentromérica  
14q 




Figura 60: Imágenes de los arrays de BACs de los cuatro controles con alteraciones 
conocidas y caracterizadas.  
En la parte superior de cada imagen está representado el array de todo el 
genoma. En la parte inferior de cada imagen se ha representado cada uno de 
los cromosomas alterados. 
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3.2 Reordenamientos detectados 
Tras  haber realizado esta validación, se estudiaron los primeros 46 pacientes 
a los que no se les había detectado variantes de dosis patológicas por medio 
del rastreo subtelomérico (tanto por la técnica del FISH como por MLPA). 
 
A la hora de analizar los resultados obtenidos en los arrays, dada la 
disposición de los valores observada y la existencia de muchos clones 
aislados que sobrepasaban el límite establecido de (+/- 0,25), se decidió no 
tener en cuenta las alteraciones de clones aislados y solo se consideró una 
variante de dosis cuando dos o más clones consecutivos estaban alterados. 
En este caso la resolución era de 0,5-1 Mb. 
 
A lo largo de este trabajo, la forma de anotar el tamaño de las alteraciones 
encontradas fue registrar siempre el tamaño mínimo, es decir, desde la 
primera sonda alterada (posición inicial) hasta la última sonda alterada 
(posición final), por tanto, hay que tener en cuenta que el tamaño real de las 
alteraciones puede ser ligeramente mayor.  
 
Con la aplicación de este criterio, en la serie de 46 pacientes se observaron: 
- 20 pacientes sin ningún cambio de dosis en dos clones 
consecutivos. 
- 26 pacientes con al menos un cambio de dosis en dos o más 
clones consecutivos. De estos 26 pacientes, 14 presentaban una 
sola variante de dosis, 8 presentaban dos variantes de dosis y 4 
presentaban tres variantes de dosis.  
 
En total se detectaron 32 variantes de dosis diferentes. 
 
Para la interpretación de estas variantes y determinar su posible implicación 
en la patología de los pacientes, seguimos los criterios establecidos en el 
apartado 6.5 de Material y Métodos. 
 
Después de aplicar estos criterios para interpretar los resultados obtenidos se 
pudieron diferenciar tres grupos de alteraciones: 
  
 15 variantes de dosis polimórficas: variantes del número de copias 
(CNVs) descritos por otros autores en población control (tabla 9).  
 13 artefactos técnicos: variantes de dosis consideradas artefactos 
técnicos, puesto que no se pudieron confirmar mediante otro método 
alternativo como MLPA a la carta (tabla 10).  
 4 variantes de dosis patológicas: dos de ellas descritas previamente 




3.2.1 Variantes de dosis polimórficas 
Se encontraron 15 variantes de dosis pertenecientes a este grupo (ver tabla 
9). De todas ellas cabe destacar la CNV de duplicación/deleción de la región 
17q21.31 que se encontró en 10 de los 46 casos estudiados. En 9 casos se 
observó una disminución de dosis y en un caso se observó un aumento de 
dosis en la región. Esta CNV fue descrita por Redon detectandola en 207 de 
270 controles sanos estudiados (Redon et al., 2006). 
El resto de variantes se detectaron en un único paciente a excepción de la 
variante de dosis observada en el cromosoma 15q11, que se encontraba 
presente en dos individuos. En uno de ellos se observó la variante de 
deleción y en el otro la de duplicación. 
Todas estas variantes fueron consideradas polimórficas puesto que se habían 
descrito previamente como tales en población control. 
 
 
Tabla 9: Variantes de dosis polimórficas descritas en individuos sanos. 
10**: CGM846; CGM1291; CGM1236; CGM1223; CGM1349; CGM784; XF1919; 













2p25 Dup 393139 277,8 1 (X1578) 2  Redon et al., 2006 
5q13 Dup 69336346 936,5 1 (CGM1207) 3 
Sebat et al., 2004; 
Redon et al., 2006 
6q11.1 Dup 62539454 203,8 1 (CGM784) 2 Iafrate et al.,  2004  
6q27 Del 170544579 259,6 1 (CGM962) 2 Redon et al., 2006 
7p22.3 Del 1288978 296,7 1(CGM962) 2 
Redon et al.,  2006; 
Wong et al., 2007 
7q36.3 Dup 157444599 50,2 1 (XF2686) 2 Redon et al., 2006 
8p23.1 Del 7242561 861,9 1 (XF977) 2 Redon et al., 2006 
9p12 Dup 43419801 1073 1(CGM1349) 2 Sebat et al., 2004 
10q11 Del 41847701 933,8 1 (CGM1291) 2 Redon et al., 2006 
12q24 Dup 128548338 600,1 1 (CGM1317) 2 Redon et al., 2006 
14q32.3 Dup 105561009 603,8 1 (XF1054) 4 Sebat et al., 2004 
15q11 Dup/Del 18973764 910,9 
2 (XF1054 ; 
CGM1136) 2 Redon et al., 2006 
16p11.2 Del 33095854 634,1 1 (CGM912) 2 Redon et al., 2006 
17q21 Dup/del 41503841 662,2 10** 3 Redon et al., 2006 




3.2.2 Artefactos técnicos 
Se encontraron 13 CNVs que no se pudieron confirmar por métodos 
alternativos, por lo que se consideraron artefactos técnicos (ver tabla 10). 
 
La forma de confirmar estas CNVs fue mediante la técnica de MLPA a la 
carta. Para el diseño de las sondas de estos MLPA se partió de las secuencias 
de genes seleccionados por los siguientes criterios: 
1. Genes que no estuvieran incluidos en CNVs descritas.  
2. Que se expresasen preferentemente en sistema nervioso.  
3. Que pudieran ser candidatos funcionales para la discapacidad 
intelectual. 
 
Las sondas se diseñaron tal y como se menciona en el apartado 3.5.3 de 
material y métodos. Los resultados de estos MLPAs, una vez añalizados, se 
han representado de forma gráfica en la figura 61, donde no se observa 
ningún cambio de dosis. 
 
Este grupo de variantes, al no confirmarse mediante una técnica alternativa 
fueron consideradas artefactos técnicos. 
 
 
Tabla 10: Variantes de dosis no confirmadas con técnicas alternativas, considerados 
























 1p21 Dup 103390633 919,928 CGM872 2 COL11A1 exón_56 K4 
4q24 Dup 101786064 549,023 CGM872 2 PPP3CA exón _14 K5 
4q34.1 Del 174941417 152,243 CGM493 2 FBXO8 exón _1 K4 
6p21.2 Del 39360266 1084,195 CGM1330 3 DAAM2 exón _7   K4 
6p21.2 Dup 40603853 402,580 CGM1136 2 LRFN2 exón _1 K4 
7p22.3 Del 806880 778,807 CGM962 4 CENTA1 exón _9 K3 
7q11.22 Del 68888422 73,629 CGM1212 2 AUTS2 exón _2 K4 
9q33.1 Dup 120979373 257,813 CGM493 2 TLR4 exón _1 K5 
10q11.1 Dup 31808969 897,573 CGM1308 3 ARHGAP12 exón _1 K4 
13q12    Del 27081984 740,848 XF1919 2 RASL11A exón _1 K5 
19p13.3 Dup 999063 599,638 CGM1291 2 MBD3 exón _5 K5 
20q13.33 Del 30020656 0,17 CGM1236 2 ZBTB46 exón _4 K5 







































Figura 61: Representación gráfica de los resultados del MLPA a la carta utilizado 
para confirmar las alteraciones detectadas por la CGH-array  de BACs no 
descritas previamente en la literatura.  
Podemos observar como todos los valores obtenidos con estas sondas en todos 
los pacientes tienen un valor alrededor de uno (dosis normal), a excepción de 
la sonda ubicada en el cromosoma X. En este análisis no se tuvo en cuenta que 
todos los individuos analizados fueran del mismo sexo, por lo que dicha sonda 
sirvió de control interno de la sensibilidad a dosis de la técnica. 



































































































































































3.2.3 Variantes de dosis patológicas 
Se encontraron cuatro variantes de dosis que fueron consideradas patológicas 
en cuatro pacientes diferentes (ver tabla 11)   
 
 
























































































































Caso CGM784: El CGH-array muestra una deleción de al menos 
1,17 Mb en la región 3q29 (figura 62), en la cual están localizados 17 genes 
(197450650-198624654 hg18). Esta alteración fue confirmada con MLPA a 
la carta con una sonda situada en el gen NCBP2 y por medio de la técnica 
FISH con la sonda subtelomérica 3q (ToTelVysion TM Multi-Color, VYSIS, 
Downers Grove, Illinois, USA). Además, mediante el MLPA a la carta 
observamos que esta alteración la había heredado de su madre, la cual 
presentaba una inteligencia limitada (figura 63).   
La deleción 3q29 ya había sido descrita como variante de dosis patológica 
por otros autores con anterioridad (Willatt et al., 2005). Por ello, esta 






















Figura 62: Representación gráfica del resultado del CGH-array de BACs en el 
cromosoma 3 de la paciente CGM784.  
Se puede observar una disminución de dosis de clones situados en la parte 





























































Figura 63: Representación gráfica del resultado del MLPA a la carta en el cual se 
encuentra la sonda NCBP2ex_3 ubicada en la región delecionada en la 
paciente CGM 784.  
Se analizó la paciente, su madre (CGM 1497) y un control masculino. Se 
puede observar como la sonda de 3q29 (NCBP2ex_3)  se encuentra delecionada 
tanto en la paciente como en su madre.  





























































Caso CGM1349♂: Mediante el CGH-array, se detectó una deleción 
de 8 sondas consecutivas en 2q31.2 de al menos 3,27 Mb (176751760-
180029483 hg18) donde se localizan 16 genes (figura 64). Este resultado fue 
confirmado por MLPA a la carta con una sonda en el gen DRB1 y por medio 
de los siguientes marcadores microsatélite: D2S2314, D2S148, D2S324, 
D2S2261. El resultado del MLPA del paciente y de sus padres, mostró que la 
alteración había surgido de novo en el paciente (figura 65). Además, por 
medio de los marcadores microsatélite que fueron informativos (D2S2314, 
D2S2261) pudimos averiguar que el alelo delecionado era el paterno y 
pudimos delimitar la región delecionada en 3,94 Mb, puesto que el marcador 
microsatélite D2S2261 se situaba en la posición 181,2 Mb. 
 
Debido a que la alteración surgió de novo en el paciente, a la no existencia 
de variantes polimórficas descritas en la región, al solapamiento de esta 
región con otras deleciones descritas que asocian clínica y a la posible 
implicación en afectación neuronal de algunos genes como es el ZNF533, 
























Figura 64: Representación gráfica del resultado del CGH-array de BACs en el 
cromosoma 2 del  paciente CGM1349.  
































Figura 65: Representación gráfica del resultado del MLPA a la carta con la sonda 
DRB1 en diversos pacientes.  
Se representan los valores obtenidos para la sonda DRB1exón1, localizada en 
la región 2q31, en una serie de casos entre los que se encuentran los 
progenitores del paciente (CGM1350 y CGM1351). Se puede observar que el 
único caso que presenta disminución de dosis es el paciente (CGM1349).  


































































Caso XF2019♂: El CGH-array mostró una duplicación de 7 clones 
consecutivos en 8q12 de al menos 2,99 Mb (59648819-62646147 hg8) 
donde se encuentran localizados 8 genes (figura 66). Esta duplicación fue 
confirmada por MLPA a la carta con una sonda situada en el gen CHD7 y 
con los siguientes marcadores microsatélite: D8S507, D8S1812 D8S260, 
D8S1843. El estudio de MLPA en los padres nos mostró que no presentaban 
la duplicación y podíamos concluir que había surgido de novo en el paciente 
(figura 67). Los dos marcadores microsatélite informativos (D8S260 y 
D8S1843) nos indicaron que el alelo duplicado era de origen paterno. 
Casualmente, este paciente era portador de una translocación entre los 
cromosomas 4 y 7 [t(4;7)(q11;q21)] aparentemente equilibrada, heredada de 
su padre. La revisión de los clones de las regiones implicadas en la 
translocación nos mostró que todos ellos tenían una dosis normal 
confirmando así que la translocación de este paciente era equilibrada. 
 
La deleción del gen CHD7 en heterocigosis causa el síndrome de CHARGE 
(coloboma, enfermedades cardiacas, atresia de coanas, retraso en el 
crecimiento y en el desarrollo, anomalías genitales y problemas auditivos).  
Debido a que la alteración surgió de novo en el paciente, a la no existencia 
de variantes polimórficas descritas en la región, y a la existencia en la región 
de al menos un gen (CHD7) sensible a dosis por haploinsuficiencia, esta 


















Figura 66: Representación gráfica del resultado del CGH-array de BACs en el 
cromosoma 8 del  paciente X2019, donde se aprecia el aumento de dosis para 











































Figura 67: Representación gráfica del resultado del MLPA a la carta con la sonda 
CHD7 en varios pacientes. 
Se representan los valores obtenidos para la sonda CHD7 exón_3, localizada 
en la región 8q12, en una serie de casos entre los que se encuentran los 
progenitores del paciente (CGM1732 y CGM1731). Se puede observar que el 
único caso que presenta aumento de dosis es el paciente (XF2019).  
  




































































Caso CGM1385♂: El CGH-array nos indicó que presenta una 
duplicación de 1,66 Mb (72122934-73784968 hg18) en la región crítica cuya 
deleción causa el Síndrome de Williams-Beuren (7q11.23) (figura 68). Este 
resultado fue confirmado por MLPA con la SALSA P064, por FISH 
utilizando la sonda que hibrida con el gen de la elastina  ELN (LSI ELN; 
VYSIS, Downers Grove, Illinois, USA), y por los marcadores microsatélite 
HEI, ELN. Mediante la técnica de MLPA (figura 69) pudimos observar que 
los progenitores no presentaban alteración, comprobando que la duplicación 
había surgido de novo en el paciente. El estudio mediante FISH permitió 
determinar que se trataba de una duplicación en tandem (figura 70). El 
análisis de segregación mediante marcadores microsatélite no fue 
informativo con respecto al origen del alelo duplicado. Sin embargo, 
mediante el marcador HEI observamos en el paciente tres alelos distintos, lo 
que nos indicó que el origen de esta duplicación era pre-zigotico, 
probablemente esta duplicación se originó en la meiosis I paterna o materna. 
 
Debido a que la alteración surgió de novo en el paciente, a la no existencia 
de variantes polimórficas descritas en la región, y sobre todo a que se habían 
publicado otros cuatro casos (Berg et al., 2007) con la misma alteración y 






Figura 68: Representación gráfica del resultado del CGH-array de BACs en el 
cromosoma 7 del  paciente CGM1385.  




















Figura 69: Representación gráfica del resultado de MLPA con la SALSA P064 en el 
paciente CGM1385.  
Se puede observar como todas las sondas ubicadas en la región 7q11.23 
correspondientes a la región crítica del síndrome de Williams se encuentran en 




Figura 70: Imagen FISH de la sonda LSI ELN (rojo) en el paciente CGM1385. 
Se puede observar como la sonda híbrida en los dos cromosomas 7 y no se ve 
hibridación en ningún otro cromosoma (duplicación en tándem). Una de las 
señales presenta una intensidad mayor, indicando cual es el cromosoma que 








4. BÚSQUEDA DE REORDENAMIENTOS GENÓMICOS 
MEDITANTE CGH basado en Arrays de oligonucleótidos  
4.1 Desequilibrios detectados 
El array utilizado fue el array comercial “Human Genome CGH Microarray 
44K (Agilent p/n G4426B-014950)”. Por medio de esta técnica se estudiaron 
los 202 pacientes de la serie. En 178 casos no se había detectado ninguna 
variante de dosis patológica en los estudios previos, en los restantes 24 casos 
este estudio se realizó para confirmar y delimitar las alteraciones detectadas 
con las técnicas descritas anteriormente.  
 
Los arrays fueron escaneados mediante el  escáner  de “Agilent Microarray 
(Agilent G2565BA)” y los datos se analizaron mediante el software    
Agilent Feature Extraction Software 9.5.3.1. Para el análisis de los 
resultados se utilizó el algoritmo Z-score y solo se tuvieron en cuenta los 
cambios de dosis que afectaban a dos o más oligonucleótidos, con lo que se 
obtenía una resolución de 100-150 kb. 
 
De esta manera, en el análisis de los 202 pacientes, se observaron 161  
variantes de dosis en 103 pacientes (ver tabla 12). El tamaño oscila de 0,15 
kb hasta 23.012,20 kb. Se observaron 70 variantes de deleción, cuyo tamaño 
promedio fue de 1.759,24 kb (min. 0,15 kb - max. 13.500 kb), y 91 variantes 
de duplicación, cuyo tamaño promedio fue de 1.766,33  kb (min. 0,5 kb - 
max. 23.012,00 kb). Entre ellas, 37 variantes de 24 pacientes se conocían 
con anterioridad y se han detallado en los apartados previos. 
 
Tabla 12: Distribución de variantes de dosis observadas por paciente mediante 
CGH-array basado en oligonucleótidos.  
 
Nº pacientes Nº variantes de 
dosis 
Tipo de variantes Nº Pacientes 
99 0   
63 1 Del     
Dup    
28 
35 
27 2 2 Del 





11 3 2 Del + 1 Dup 
1 Del + 2 Dup 




1 5 1 Del + 4 Dup 1  





Para la interpretación de los resultados obtenidos seguimos los criterios 
descritos en el apartado 7.5 de Material y Métodos: 
- La presencia de CNVs descritos en la región. 
- La existencia de otros casos descritos con alteraciones similares. 
- La herencia. 
- Los genes localizados en la región: función conocida o 
hipotética y patrón de expresión.  
 
Con todo ello, las variantes encontradas se clasificaron en cuatro grupos: 
- Variantes de dosis polimórficas. 
- Variantes de dosis patológicas. 
- Variantes de dosis patológicas de penetrancia incompleta. 
- Variantes de dosis de efecto desconocido. 
 
A continuación se presentan los detalles de las variantes detectadas con el 
array de oligonucleótidos, que no habían sido detectadas con las otras 
técnicas. 
 
4.1.1 Variantes de dosis consideradas polimórficas  
En la tabla 13 se presenta una relación de los 81 cambios de dosis 
considerados como polimórficos, 33 deleciones y 48 duplicaciones. En total, 
se encontraron 70 variantes de dosis diferentes, puesto que 8 variantes se 
encontraron en más de un paciente (tabla 14).  
 
 
 36 variantes de dosis estaban descritas en series de población control, 
por tanto, éstas se consideraron directamente como variantes 
polimórficas.    
 
 22 variantes de dosis heredadas de uno de los progenitores. Para 
clasificar estas variantes como polimórficas, se descartó que los genes 
contenidos en ellas pudieran tener alguna función conocida o hipotética 
relacionada con la patología del paciente. Las estrategias utilizadas para 
determinar el origen de las variantes detectadas fueron varias. En 
algunos casos, dado que el paciente presentaba más de tres variantes de 
dosis diferentes, se decidió aplicar la CGH-array basada en 
oligonucleótidos a ambos progenitores. En otros casos, se utilizó un 
MLPA comercial. Para otros casos se utilizaron marcadores 
microsatélite. Y para la gran mayoría de casos, se diseñó un CGH-array 
basado en oligonucleódidos dirigido, con nuevas sondas localizadas en 





 12 variantes  de dosis no descritas. Se consideraron polimórficas por 
contener genes que hoy en día no se relacionan con la patología del 
paciente. Y para ello, en todos los casos, se realizó una búsqueda 
exhaustiva de toda la información existente de los genes contenidos en 
estas variantes de dosis. Llama la atención que al menos 3 CNVs 




Tabla 13: Relación de todas las variantes de dosis consideradas como polimorficas, 



































































































1p36 Del 16921 183 CGM2249 CNV descrito  0   
1p34.2 Dup 39979 17 XF1774 
CNV 
heredado 
CoaCGH 1 Paterna  
1p12.1 Dup 120256 75 CGM781 CNV descrito  2   
1q11 Dup 144124 328 CGM1988 CNV descrito  10   
1q31.3 Del 195012 51 CGM2010 CNV descrito  2   
1q44 Dup 247071 68 CGM912 
CNV 
heredado 
MLPA 3 Materna  
2q11 Dup 97387 253 CGM1954 CNV descrito  3   
2qter Del 242579 17 X926 CNV descrito  0   
2qter Del 242579 17 CGM1043 CNV descrito  0   
3p26.2 Dup 4329 2 XF3064 CNV descrito  1   
3q12.2 Dup 101837 45 CGM1393 CNV descrito  1   
3q13.12 Del 110206 90 X1186 
Genes no 
relacionados 
 1 De novo 
3q25 Del 153014 11 CGM2295 CNV descrito  1   
3q25.2 Del 152851 174 CGM2115 CNV descrito    1   
3q25.2 Del 152851 174 CGM1484 CNV descrito  1   
3q25.2 Del 152851 174 XF2307 CNV descrito  1   
3q26.32 Dup 178221 12 CGM1449 
Genes no 
relacionados 
 1   
5p13.3 Dup 32146 39 X1237 CNV descrito  2   
5p13.3 Dup 32146 39 XF2307 CNV descrito  2   
5p13.3 Dup 32146 39 CGM2173 CNV descrito  2   
5p13.3 Dup 32146 63 CGM2031 
Genes no 
relacionados 
 2   
5p13.1 Dup 39099 320 CGM2031 
CNV 
heredado 
CoaCGH 4 Materna  
6p21.32 Del 31894 0,15 CGM1693 
Genes no 
relacionados 
 1   
6q27 Dup 168086 130 CGM1603 CNV descrito  3   
6q26 Dup 168114 210 CGM979 CNV descrito  2   
7p21.2 Dup 16969 376 CGM2115 CNV descrito  1   
7p21.2 Dup 16969 376 CGM2254 CNV descrito  1   











































































































7q22.1 Dup 100753 125 CGM1239 CNV descrito  1   





1 Materna  
7q34 Del 142544 47 CGM1551 
Genes no 
relacionados 
 2   
7q34 Del 142544 47 XF2011 
Genes no 
relacionados 
 2   
7q36.3 Dup 158137 251 CGM1693 
Genes no 
relacionados 
 3   
8q22.1 Dup 98770 244 CGM2109 
CNV 
heredado 
CoaCGH 4 Paterna  
8q23.3 Dup 104289 195 XF1587 
CNV 
heredado 
CoaCGH 0 Materna  
8q23.1 Del 107376 363 CGM1900 
Genes no 
relacionados 
 0   
8q24.24 Dup 143856 134 CGM165 
CNV 
heredado 
CoaCGH 5 Materna  





2 Paterna  
10p12.2 Del 23369 288 CGM872 
CNV 
heredado 
CoaCGH 3 Paterna  
10q25.3 Dup 115062 369 CGM1428 
CNV 
heredado 
CoaCGH 3 Materna  





6 Paterna  





6 Paterna  
11q14 Dup 82288 76 CGM2249 CNV descrito  2   
12p13.3 Dup 7969 10 XF2085 CNV descrito  1   
12p13.3 Del 7894 85 CGM1616 CNV descrito  2   
12p13.3 Del 7894 75 CGM1427 CNV descrito  2   
12p11.22 Del 29366 57 CGM1847 
CNV 
heredado 
CoaCGH 3 Materna  
12q14.1 Dup 57130 561 CGM1616 
Genes no 
relacionados 
 1   





1 Materna  





1 Paterna  
15q11 Dup 20531 105 CGM1847 
Genes no 
relacionados 
 3   
15q13.3 Dup 29809 489 CGM1631 CNV descrito  1   
15q13.3 Dup 29809 489 XF2473 CNV descrito 
OaCGH 
proge. 
1 Materna  
15q13.2 Dup 30035 156 CGM2103 CNV descrito  1   
15q14 Dup 32454 203 CGM2103 CNV descrito  2   
15q15.3 Del 41670 10 CGM1217 CNV descrito  2   
15q25.3 Dup 85921 29 CGM1458 
CNV 
heredado 






































































































15q26.1 Dup 89127 20 CGM1690 
Genes no 
relacionados 
 1   
16p13.11 Del 14956 83 CR218 CNV descrito  1   
16p13.11 Del 14956 62 CGM1416 CNV descrito  1   
16p13.1 Del 14956 63 CGM2295 CNV descrito  1   
16p12.2 Del 21382 363 CGM1236 
Genes no 
relacionados 
 3   
16p12.2 Del 21744 543 CGM1696 
CNV 
heredado 
CoaCGH 6 Paterna  
16q22.1 Dup 68609 142 CGM2249 CNV descrito  1   
16qter Dup 88376 60 CGM1043 CNV descrito  1  
17p13.1 Dup 549 64 XF2085 CNV descrito  4   
17p13.3 Del 295 326 X2629 CNV descrito CoaCGH 7 De novo  
17p11 Del 21195 247 XF1338 
CNV 
heredado 
CoaCGH 1 Paterna  
17q11 Dup 22651 349 CGM1356 
CNV 
heredado 
CoaCGH 1 Materna  
17q21.3 Dup 41624 76 CGM1393 
Genes no 
relacionados 
 0   
18qter Del 75994 89 CGM1416 CNV descrito CoaCGH 2 De novo 
22q11 Dup 20653 246 CGM2295 CNV descrito  1   
22q11.23 Del 23994 228 CGM1616 CNV descrito  2   
22q11.23 Del 23994 228 CGM1208 CNV descrito 
OaCGH 
proge. 
2 Materna  
22q11.23 Dup 23994 228 CGM2115 CNV descrito  2   
Xp21.3 Del 26121 447 XF2548 CNV descrito  2   
Xp22.31 Dup 6667 1325 CGM1503 CNV descrito CoaCGH 5 Materna  
Xp22.3 Dup 7766 226 X1145 CNV descrito CoaCGH 5 Materna  
Xq21.1 Dup 78857 532 CGM1372 
CNV 
heredado 
MM 1 Materna  





0 Materna  





2 Materna  
Del: deleción 
Dup: duplicación 
OaCGH proge.: array-CGH de oligonucleótidos (44K) a los progenitores 
CoaCGH: array-CGH de oligonucleótidos a la carta 












Tabla 14: Relación de variantes de dosis consideradas polimórficas observadas en 











Tamaño (kb)  
Nº de 
pacientes 
2qter Del 242579 242596 17 2 
3q25.2 Del 152851 153025 174 3 
5p13.3 Dup 32146 32185 39 4 
7p21.2 Dup 16969 17345 376 2 
7q34 Del 142544 142591 47 2 
11p15.4 Del 4551 4631 80 2 
15q13.3 Dup 29809 30298 489 2 




4.1.2 Variantes de dosis patológicas 
Este grupo de variantes se consideraron como patológicas porque dichas 
alteraciones se habían descrito en otros pacientes asociadas a patología, y/o 
por contener genes de función conocida o hipotética que por alteración de 
dosis pueden causar DI. También se valoró el tamaño de las regiones 
alteradas y su contenido total en genes. En la tabla 15 se presenta una 
relación de las 19 variantes de dosis consideradas como patológicas.  
 
Estas variantes las podemos dividir en dos grupos: 
 
 Variantes que coinciden con alteraciones descritas previamente como 
causantes de síndromes de microdeleción o microduplicación, o bien 
alteraciones que afectan a genes cuya presencia o ausencia está asociada a 
un síndrome concreto: 
Deleción 1q44  
Deleción 6q16.1-16.3  
Deleción 13q32  
Deleción 15q22-q23  
Duplicación Xp11.3-11.23  
Duplicación Xp11.22  
Duplicación Xq28  
 
o Deleción 1q44 (Paciente CGM1527 ♂): Deleción de 5,1 Mb 
(242638000-243971000 hg18) en la que se encuentran 7 genes (anexo 
3). Utilizando el marcador microsatélite D1S423 se pudo confirmar 
que la alteración había surgido de novo por perdida del alelo materno 
(anexo 4). Esta alteración ha sido descrita como un nuevo síndrome de 
microdeleción (Boland et al., 2007; Poot et al., 2007), cuyos 
principales  rasgos clínicos son: discapacidad intelectual de moderada 
a severa, retraso del crecimiento, microcefalia, convulsiones, rasgos 
dismórficos y anomalías del cuerpo calloso. Nuestro paciente presenta 
la mayoría de estos rasgos clínicos (discapacidad intelectual moderada, 
retraso del lenguaje, retraso del desarrollo motor, convulsiones y 
rasgos dismórficos), aunque la mayoría de los pacientes descritos 
presentan una deleción de mayor tamaño.  
 
o Deleción 6q16.1-16.3 (pacientes CGM1414 ♀ y XF1774 ♂): El 
tamaño de esta alteración varía entre los dos pacientes, siendo de 9,2 
Mb y 10,3 Mb (93800000-103000000; 93930000-104244000 hg18) 
respectivamente, sin embargo, los genes situados en estas deleciones 
son los mismos, 33 genes  (anexo 3). Utilizando los marcadores 
microsatélite D6S300, D6S1716, D6S468 se confirmó que la deleción 




(anexo 4). Además dicha alteración ha sido asociada a un nuevo 
síndrome de microdeleción (Varela et al., 2006; Klein et al., 2007). 
Las principales características de este síndrome son discapacidad 
intelectual, retraso del desarrollo, hipotonía y rasgos faciales como 
micrognatia y orejas malformadas y de implantación baja. En algunos 
casos presentan un fenotipo similar al síndrome de Prader-Willi con 
obesidad e hipotonía. Ambos pacientes presentan la mayoría de dichos 
rasgos clínicos. La paciente CGM1414 presenta discapacidad 
intelectual moderada-grave, retraso del desarrollo psicomotor y otros 
rasgos clínicos como asma con ataques graves, obesidad mórbida, 
miopía y rasgos dismórficos (orejas de implantación baja, y 
hundimiento nasal). El paciente XF1774 presenta discapacidad 
intelectual leve, hipertonía muscular, retraso del desarrollo 
psicomotor, retraso del lenguaje, alteraciones esqueléticas y talla baja, 
y dismorfia facial (orejas de implantación baja, hipertelorismo y cejas 
finas). 
 
o Deleción 13q32 (paciente XF1186 ♂): Se extiende 5,5 Mb (93423000-
98967000 hg18) afectando a 20 genes distintos (anexo 3). Mediante 
los marcadores microsatélite D13S154, D13S1241, D13S1252 se 
observó que la deleción había surgido de novo por perdida del alelo 
paterno (anexo 4). En la literatura se describe el síndrome de deleción 
13q, caracterizado por un amplio espectro fenotípico resultado de la 
deleción parcial de diferentes regiones. En general, la presentación 
clínica típica es discapacidad intelectual, retraso del crecimiento, 
dismorfia craneofacial y anomalías congénitas (Quelin et al., 2009; 
Ballarati et al., 2007). Nuestro paciente presenta discapacidad 
intelectual de moderada a grave, hipotonia, retraso del desarrollo 
psicomotor, retraso del lenguaje e hipertricosis. Pero no presenta 
malformaciones congénitas graves, puesto que la deleción es de un 
tamaño menor que los pacientes descritos, y los genes implicados en 
dichas malformaciones se encuentran en su dosis correcta.  
 
o Deleción 15q22-q23 (paciente X2629 ♂): Abarca aproximadamente 
1,3 Mb (67829000-69129000 hg18) del genoma. En esta región, se 
localizan 4 genes (VACA, LARP6, THAP10 y LRRC49) que se 
expresan en sistema nervioso, los cuales pueden estar implicados en el 
desarrollo neuronal o como factores de transcripción que participan en 
el neurodesarrollo (anexo 3). Los marcadores microsatélite utilizados 
para determinar el origen de esta alteración no fueron informativos, 
por ello se utilizó el CGH-array basado en oligonucleótidos a la carta. 
El resultado nos indicó que la alteración había sido heredada de la 




paciente también presenta discapacidad intelectual leve como su 
madre, pero además tiene retraso psicomotor y cierta dismorfia facial 
como hipertelorismo, telecantus, micrognatia, filtrum largo y paladar 
ojival. De los cuatro genes delecionados que se expresan en sistema 
nervioso central, se ha demostrado una asociación entre la perdida de 
función del gen  LARP6 con la discapacidad intelectual (Smith et al., 
2000).  
 
o Duplicación Xp11.3-11.23 (paciente CGM548 ♀): Se extiende 3,8 Mb 
(45063000-48922000 hg18) y en ella se encuentran diversos genes 
asociados a la discapacidad intelectual ligada al cromosoma X 
(ZNF674; UBE1, ZNF41, SYN1, ZNF81, FTSJ1, EBP y PQBP1) 
(anexo 3). Mediante el estudio de marcadores microsatélite (DX1003 y 
SYN-ARAF) se comprobó que la duplicación se encontraba en el 
cromosoma de origen paterno, pero no podíamos saber si era o no de 
novo. Para ello se utilizó la técnica MLPA mediante la SALSA P106 
que contenía varias sondas en esta región, confirmando así que la 
deleción había surgido de novo en la paciente. El estudio de 
inactivación del cromosoma X en la paciente nos indicó que 
presentaba una inactivación preferencial al 100% del cromosoma X 
materno, lo que apoya la idea de que la patología de la niña (DI grave, 
hipotonía, retraso psicomotor y del lenguaje, macrocefalia y dismorfia 
facial) se debía a esta duplicación. Además las manifestaciones 
clínicas de la paciente encajan con los casos descritos de duplicación 
en esta región. 
 
o  Duplicación Xp11.22 (Paciente XF2761 ♂): Esta duplicación se 
extiende aproximadamente 1 Mb (53238000-54239000 hg18) y afecta 
a 8 genes distintos (anexo 3). Mediante los marcadores microsatélite 
DXS988 y DXS1204 y el MLPA SALSA P106B1 se observó que la 
duplicación fue heredada de su madre, la cual era portadora de la 
misma. En esta región se encuentra el gen HUWE1, cuya duplicación 
se asocia a discapacidad intelectual (Froyen et al., 2008). Este gen 
participa en la degradación específica de proteínas mediante 
ubiquitinación, de forma similar al gen causante del síndrome de 
Angelman. Las principales características de otros pacientes con esta 
duplicación varían desde una discapacidad intelectual leve con 
ausencia de otros rasgos clínicos, a una discapacidad moderada, con 
especial afectación del habla y leves rasgos dismórficos. En el caso de 
nuestro paciente, los rasgos clínicos son DI leve, retraso del desarrollo 
psicomotor y del lenguaje, convulsiones, hiperactividad, alteraciones 
de la conducta, anomalías congénitas en corazón y riñon y rasgos 




preferencial de uno de los cromosomas X, de ahí la ausencia de 
clínica. La hermana y las tias del paciente resultaron no portadoras. 
 
o Duplicación Xq28 (Pacientes X841 ♂, CGM1330 ♂ y CGM2040 ♀): 
Esta duplicación se ha detectado en tres pacientes (152373000-
153433000; 152850000-153062000; 152930000-153230000 hg18 
respectivamente) y aunque la duplicación en cada paciente presenta un 
tamaño diferente (anexo 3), en los tres se encuentra implicado el gen 
MECP2 el cual, por pérdida de función ocasiona el síndrome de Rett, 
y por ganancia también se ha demostrado su carácter patológico en 
varones (Lugtenberg et al., 2009; Clayton-Smith et al., 2009). Las 
manifestaciones clínicas descritas en otros casos con duplicación del 
gen MECP2 concuerdan con las de nuestros casos (discapacidad 
intelectual moderada-grave e hipotonía en la infancia, ausencia de 
lenguaje, desconexión con el medio que les rodea, convulsiones, 
espasticidad progresiva y frecuentes infecciones de las vías 
respiratorias). Los estudios complementarios mediante la técnica 
MLPA SALSA P245 nos indican que en los dos pacientes varones 
(X841 y CGM1330), la duplicación había sido heredada de la madre 
portadora asintomática que presentaba una inactivación sesgada del 
cromosoma X. El caso de la paciente mujer CGM2040, se trata de una 
triplicación de novo y presenta una inactivación al azar de ambos 
cromosomas X. 
 
 Variantes no descritas con anterioridad, pero que contienen al menos un 
gen que puede estar implicado en DI/RD por su patrón de expresión y de 
su función conocida o hipotética, basada en homologías con dominios 
funcionales conocidos. Además, en su gran mayoría (8/9) presentan un 











o Deleción 1q24-25 (Paciente CGM1353 ♀): Deleción de 
aproximadamente 5 Mb (167024000-172150000 hg18) que afecta a 42 
genes (anexo 3). El estudio con marcadores microsatélite (D1S2851, 




una deleción de novo con pérdida de los alelos maternos (anexo 4). 
Los principales rasgos clínicos de la paciente son DI leve, retraso del 
desarrollo psicomotor y del lenguaje, déficit de atención, talla baja, 
microcefalia y dismorfia facial (hipertelorismo, orejas dismórficas y de 
implantación baja y ausencia de dientes). No se ha descrito ningún 
caso similar en la literatura, sin embargo, dos de los genes contenicos 
en la región delecionada (VAMP4 y DMN3) codifican para proteínas 
implicadas en la comunicación sináptica por lo que son buenos 
candidatos a causar DI.  
 
o Duplicación 2p22.2-23.3 (Paciente CGM2350 ♀): Esta duplicación de 
al menos 13 Mb (24374000-37745000 hg18) afecta a 145 genes, 
algunos de ellos relacionado con el neurodesarrollo entre los que 
podemos destacar, KIF3C, DPYSL5, MAPRE3, PREB, GALNT14, 
BRE y FEZ2 (anexo 3). El estudio de marcadores microsatélite 
(D2S144, D2S2247, D2S367) nos indicó que el alelo duplicado era de 
origen paterno y que la duplicación había surgido de novo en la 
paciente (anexo 4). Los principales rasgos clínicos que presenta esta 
paciente son, DI leve-moderada, retraso del desarrollo psicomotor y 
del lenguaje, talla baja, microcefalia y dismorfia facial. En la literatura 
se ha descrito un caso similar, pero con una duplicación de mayor 
tamaño (Lurie et al., 1995).  
 
o Deleción 3q13.2-31 (Paciente XF1701 ♀): Esta deleción de 
aproximadamente 3 Mb (113681000-116922000 hg18) afecta a 30 
genes distintos (anexo 3) de los cuales cabe destacar el gen BOC que 
ha sido propuesto como gen candidato causante de la hipotonía y el 
gen DRD3 que es un receptor de dopamina con una función importante 
en el desarrollo psicomotor (Shimojima et al., 2009). La paciente 
presenta hipotonía y retraso del desarrollo psicomotor, además de 
hiperlaxitud articular. El estudio mediante marcadores polimórficos 
(D3S3675, D3S3665, D3S1610) nos indicó que la alteración había 
surgido de novo en la paciente por perdida del alelo materno (anexo 4). 
 
o Deleción 5q14.3 (Paciente CGM1526 ♂): Región de aproximadamente 
4 Mb (86142000-90112000 hg18) que afecta a 10 genes distintos 
(anexo 3), de los cuales se pueden destacar dos relacionados con la 
clínica del paciente (DI moderada-grave, hipotonía, problemas 
motrices, convulsiones, falta de mielinización y rasgos autistas), el gen 
GPR98 relacionado con epilepsia y convulsiones y el gen RASA1 
relacionado con malformaciones capilares arterio-venosas. El estudio 




nos indicó que el alelo ausente era el paterno y que la alteración había 
surgido de novo en el paciente (anexo 4).  
 
o Deleción 11q13 (Paciente CGM2179 ♂): Región de aproximadamente 
8 Mb (75730000-83639000 hg18) que afecta a 25 genes distintos 
(anexo 3),  de los cuales hay dos, PAK1 y DLG2 cuyas funciones están 
relacionadas con el desarrollo y la función neuronal. El estudio de 
segregación con los marcadores D11S4172, D11S1362, D11S901 
mostró la ausencia del alelo paterno y nos indicó que la alteración 
había surgido de novo (anexo 4). Las principales características 
clínicas que presenta el paciente son: discapacidad intelectual 
moderada-grave, hipotonía, dificultad motora, microcefalia y 
dismorfia facial (fenotipo similar al Síndrome de Down, orejas 
pequeñas y desplegadas, frente y cara plana). En las base de datos de 
DECIPHER hay un paciente descrito con una región delecionada 
similar (76376798-85689145 hg19), dicha alteración está considerada 
como patológica, pero no consta descripción clínica.   
 
 
o Deleción 12q24.3 (Paciente XF2623 ♀): Dicha deleción se extiende 
aproximadamente 1,3 Mb (120700000-121990000 hg18) y afecta a 
unos 27 genes (anexo 3) de los cuales caben destacar los genes RHOF, 
ZCCHC8 y SNTC1 implicados en la regulación dinámica del 
citoesqueleto y procesado y degradación del ARN, respectivamente. El 
estudio de segregación con los marcadores microsatélite D12S1349, 
Cr12_2, Cr12_3 nos indicó que la deleción había surgido de novo, por 
la pérdida del alelo paterno (anexo 4). Los principales rasgos clínicos 
de esta paciente son DI moderada, retraso psicomotor y del lenguaje, 
convulsiones, hiperactividad, retraso del crecimiento, astigmatismo, 
hipermetropia y dismorfia facial. En la literatura se ha descrito un caso 
con una deleción que abarca dicha región pero de un tamaño mayor, 
con muchos más genes afectados y con un fenotipo mucho más 
acusado que nuestra paciente (Plotner et al., 2003). 
 
o Duplicación 19p13.3 (Paciente XF977 ♂): Duplicación que afecta a 
casi 5 Mb (1903000-6859000 hg18) con un número de genes muy 
amplio (anexo 3). El estudio de segregación mediante los marcadores 
microsatélite D19S247, D19S878, D19S1034 nos indicó que la 
duplicación había surgido de novo en el paciente y que el alelo 
duplicado era el materno (anexo 4). Posteriormente, se nos informó 
que el paciente tenía un primo hermano por parte materna con la 
misma alteración genética. Esto hizo que reevaluáramos nuestro 




estudio mediante FISH de pintado cromosómico del cromosoma 19 en 
metafases procedentes de nuestro paciente, para ver si la duplicación 
se había insertado en otro cromosoma. Al obtenerse un pintado 
homogéneo en los dos cromosomas 19 y no observar ninguna región 
con hibridación en el resto de cromosomas,  se realizó el cariotipo de 
alta resolución tanto en nuestro paciente, como en su madre, y 
mediante una exhaustiva revisión de los cromosomas 19 se observó en 
el paciente, que uno de los cromosomas 19 presentaba un brazo largo 
de mayor tamaño y en la madre parecía que el centrómero de uno de 
los cromosomas 19 se había desplazado hacia el brazo corto. Así pues, 
se sospechó que la madre presentaba una transposición 
intracromosómica en uno de los cromosomas 19 que derivó en la 
meiosis en un cromosoma 19 recombinante. Este resultado fue 
confirmado mediante FISH con sondas no comerciales. Para ello se 
utilizaron dos BACs localizados en la región duplicada (RP11-268O21 
y RP11-30F17), y otros dos fuera de la región duplicada (a modo de 
sondas control), RP11-798B19 en el brazo corto y RP11-384E6 en el 
brazo largo, todos ellos del cromosoma 19. El resultado del FISH fue: 
- En el paciente: con las sondas RP11-268O21 y RP11-30F17 se 
observa una señal de hibridación en el brazo corto, compatible 
con la normalidad en uno de los cromosomas 19 y en el otro 
cromosoma 19 se observan dos señales, una en el brazo corto y 
otra en el brazo largo, confirmando así la duplicación de dicho 
fragmento (figura 71). 
- En la madre: con las sondas RP11-268O21 y RP11-30F17 se 
observa una señal en el brazo corto en un cromosoma 19 y una 
señal en el brazo largo en el otro cromosoma 19, confirmando la 
transposición intracromosómica. Además mediante la sonda 
RP11-384E6 situada en el brazo largo del cromosoma 19, 
utilizada como sonda control, observamos que en el cromosoma 
translocado, la señal se divide en dos, obteniendo con ello el 
punto de inserción en el brazo largo (figura 71). 
 
El estudio mediante las sondas FISH no comerciales que 
caracterizan la transposición realizado a diferentes miembros de la 
familia, confirmó la presencia de 5 portadores equilibrados de la 
transposición, todos ellos asintomáticos y 2 portadores 
desequilibrados de la transposición con presencia de la duplicación 
de la región 19p13.3 y con rasgos clínicos similares, DI moderada, 
retraso del lenguaje, hipotonía, talla baja, convulsiones, 








Figura 71: Resultado FISH del BACs RP11-268O21 y la sonda telomérica del brazo 
largo del cromosoma 19 en el paciente XF1702 (parte superior) y los BACs 
RP11-268O21 y RP11-384E6 en la madre del paciente (parte inferior). 
El BAC RP11-268O21 se encuentra situdado dentro de la región duplicada en 
el paciente. Parte superior: Se observa como el  BAC RP11-268O21 (rojo) se 
encuentra duplicado en el cromosoma 19 alterado del paciente. Una senal se 
encuentra en el brazo corto y otra en el brazo largo, mientras que la sonda 
telomérica del brazo largo del cromosoma 19 (verde) se utiliza como control. 
Parte inferior: En la madre el BAC RP11-268O21(verde) se sitúa en el brazo 
corto en el cromosoma 19 normal, mientras que en el cromosoma translocado 
se sitúa en el brazo largo justo en la región donde hibrida el BAC RP11-384E6 
(rojo) utilizado a modo de sonda control. Además, podemos observar como 






o Duplicación Xq13.2-21.31 (Paciente XF1702 ♂ ): Variante que afecta 
a 18,6 Mb (72349000-91011000 hg18) que incluye a 56 genes (anexo 
3). Entre ellos se encuentran varios genes asociados a discapacidad 
intelectual ligada al cromosoma X (ZNF711, BRWD3, ATRX, PGK1, 
ZDHHC15, ATP7A, SLC16A2 y KIAA2022). En concreto, se ha 
demostrado en estudios realizados en modelo de ratón que la 
duplicación del gen ATRX produce defectos del neurodesarrollo. En 
este caso, como la duplicación sobrepasaba los límites de la 
citogenética convencional, se decidió revisar el estudio citogenético en 
linfocitos de sangre periférica del paciente y se observó que el 
cromosoma X presentaba la banda q21 duplicada. Se realizó este 
mismo estudio a su madre comprobando que la alteración había sido 
heredada. Puesto que la madre no presentaba sintomatología, se realizó 
el estudio de inactivación del cromosoma X. En ella se observó una 
inactivación preferencial de casi el 100% de un alelo lo que puede 
explicar la ausencia de clínica en la madre portadora. Los rasgos 
clínicos más destacados de este paciente son, DI moderada, hipotonía, 
retraso psicomotor y del lenguaje, hiperactividad, retraso del 





Tabla 15: Relación de todas las variantes de dosis consideradas como patológicas, 



















































































1q24-25 Del 167024 5126 CGM1353 ♀ No  De novo Mat. 




De novo Pat. 
2p22.2-
23.3 






De novo Mat. 
3q13.2-31 Del 113681 3241 XF1701 ♀ No BOC,  DRD3 De novo Mat. 
5q14.3 Del 86142 3970 CGM1526 ♂ No RASA1 De novo Pat. 
6q16.1-
16.3 
Del 93800 9200 CGM1414 ♀ Si 
SIM1, EPHA7, 
POUF2, FBXL4 De novo Pat. 
6q16.1-
16.3 
Del 93930 10314 XF1774 ♂ Si 
SIM1, EPHA7, 
POUF2, FBXL4 De novo Pat. 
11q13.5 Del 77730 5909 CGM2179 ♂ No PAK,  DLG2 De novo Pat. 
12q24.3 Del 120700 1290 XF2623 ♀ No KNTC1, RHOC,  De novo Pat. 
13q32 Del 93423 5544 X1186 ♂ Si  De novo Pat. 










De novo Mat. 
Xp11.3-
11.23 
Dup 45063 3859 CGM548 ♀ Si PQBP1, UBE1 De novo Pat. 




















Xq28 Dup 152850 212 CGM1330 ♂ Si MECP2, IRAK1 Materna Mat. 
Xq28 Dup 152930 300 CGM2040 ♀ Si MECP2 De novo Des. 




4.1.3 Variantes de dosis consideradas patológicas de penetrancia incompleta  
Encontramos nueve variantes de dosis en cuatro regiones distintas que 
coinciden con síndromes de penetrancia incompleta o expresión variable 






Para determinar la herencia y el origen de estas variantes, se utilizaron 
diferentes métodos: 
 Para las variantes 16p11 se utilizó la técnica del CGH-array basado 
en oligonucleótidos en los progenitores.  
 Para las variantes 16p13.1 y 20q12-13 se utilizaron marcadores 
microsatélite incluidos en la región. 
 Para la variante 22q11 se utilizó el MLPA con la SALSA P245. 
 
Los resultados de estos estudios se encuentran resumidos en la tabla 16. 
 
Tabla 16: Relación de todas las variantes de dosis consideradas como patológicas de 



































































16p13.1 Dup 14852 1305 XF1338 Si Paterna 
16p13.1 Dup 14956 1257 CGM2182 Si Paterna 
16p11 Del 28450 1654 CGM912 Si De novo 
16p11 Dup 28481 608 CGM1208 Si Paterna 
16p11 Dup 29581 525 XF2184 Si Materna 
16p11 Dup 29581 525 XF2473 Si Materna 
16p11 Dup 29746 360 XF1774 Si De novo 
20q12-
13.1 Del 39460 2547 XF1526 No Paterna 




Siete de las nueve variantes fueron heredadas de uno de los progenitores, los 
cuales no presentaban sintomatología o si la presentaban era poco acusada. 
Pero todas estas alteraciones han sido descritas recientemente por otros 
autores como patológicas de penetrancia incompleta (Shinawi et al., 2010; 
Ullmann et al., 2007; Girirajan et al., 2010; Alberti et al., 2007), a excepción 
de la variante 20q12-13. Esta última, se incluyó en este grupo por el tamaño 
de la alteración (2,5 Mb) y porque incluía a una gran cantidad de genes, 
alguno de ellos relacionados con procesos neurológicos, sin embargo el 
padre también es portador de la deleción y no presentaba clínica alguna. 
 
 
4.1.4.Variantes de dosis de significado incierto. 
Después de realizar la búsqueda de la información acerca de las variantes de 
dosis encontradas,  de realizar una revisión de los genes localizados en estas 
regiones y hacer estudios complementarios, se desconoce la posible 
repercusión fenotípica de 16 variantes de dosis diferentes (tabla 17) en 13 
pacientes, dado que tres pacientes presentan dos alteraciones.  
 
Tabla 17: Relación de todas las variantes de dosis de efecto desconocido, ordenadas 










5q13.2 Dup 73237 723 CGM227 Paterna 
6q14 Dup. 80423 385 CGM1427 De novo 
7p14.1 Dup. 39814 326 X3159  
7q11.22 Del. 65733 2791 CGM912 De novo 
16p13.12 Del 15399 141 X3159  
17q12 Dup. 34663 88 CGM1427 De novo 
19q13.41 Del 58334 1 CGM1693 Materna 
19q13.42 Dup 61012 269 CGM1513  
19q13.43 Del 62877 23 CGM659 Paterna 
20q11 Dup. 29352 305 XF2711  
20q11 Dup. 29352 305 CGM1532  
Xp11.3 Dup. 42875 605 XF2761 Materna 
Xp11.3 Dup. 43244 236 XF2085  
Xp22.2 Dup. 15916 408 CGM1606 Materna 
Xq25 Del. 127012 2 X841  







5. RESUMEN DE LOS REORDENAMIENTOS PATOLÓGICOS 
DETECTADOS EN LA SERIE 
 
Agrupando los resultados obtenidos con las diferentes técnicas utilizadas, 
hemos detectado un total de 64 alteraciones patológicas en 51 pacientes. 
Esto supone que un 25,2% de los casos estudiados, siguiendo los criterios de 
inclusión de este estudio (DI asociada a rasgos dismórficos, anomalías 
congénitas o antecedentes familiares), presentan desequilibrios genómicos 
que se pueden considerar causantes de la patología. Además, en 13 casos se 
ha identificado al menos una variante de dosis no descrita previamente, cuya 
repercusión sobre el fenotipo se desconoce, por lo que el porcentaje de 
reordenamientos patológicos podría ser mayor. 
 
Los reordenamientos identificados considerados patológicos, atendiendo a su 
localización cromosómica se pueden diferenciar en: 
- Terminales, 9,9% de pacientes (20/202) 
- Intersticiales, 15,3% de pacientes (31/202) 
 
 
Con respecto a la herencia de estas CNVs patológicas, el 25,5% fueron 
heredadas de un progenitor, el 58,8% fueron de novo, mientras que el 15,7% 
restante fueron consecuencia de la transmisión desequilibrada de 
translocaciones equilibradas en los progenitores. Es decir, en un 41,2% de 
los casos el riesgo de recurrencia es muy alto.  
En cuanto al origen de estas alteraciones: 
 Alteraciones de novo (58,8%):   -  46,7% origen paterno. 
      -  20,0% origen materno. 
      -  33,3% origen desconocido. 
 
Alteraciones heredadas (25,5%):   -  38,5% paternas. 
         -  61,5% maternas. 
 
Derivados de una translocación equilibriado en un progenitor                                                             
(15,7%):     -  37,5% paternas. 







Tabla 18: Tabla-resumen de los resultados obtenidos del estudio de nuestra serie con 
las diferentes técnicas utilizadas. 
 



















































































202 34 previamente 
estudiados por 
FISH 













48 (2 con alteración 
detectada por MLPA) 

















202 (24 con alteraciones 
detectadas por las otras 
técnicas) 




































































































En los últimos años, tras la introducción de las técnicas que han 
permitido analizar pequeños desequilibrios a lo largo de todo el genoma, ha 
quedado demostrada la gran importancia que tienen estos reordenamientos 
genómicos en la etiología de la DI y una gran variedad de anomalías 
congénitas y rasgos dismórficos. Pero no sólo eso, con estos estudios de 
investigación se ha puesto de manifiesto la gran complejidad del genoma y 
la abundancia de variantes en número de copias que se encuentran en la 
población general y que aparentemente no se relacionan directamente con 
ninguna patología. Esto plantea serios problemas de interpretación en la 
aplicación de estas tecnologías a la práctica clínica.  
 
1. CRITERIOS PARA LA INTERPRETACIÓN DE LAS 
VARIANTES DE DOSIS 
 
Los criterios empleados para la interpretación de las variantes de dosis 
encontradas han sufrido una evolución a lo largo del transcurso de este 
trabajo, en parte por las evidencias encontradas en nuestra propia serie y por 
otra parte, por la creciente cantidad de información disponible en las bases 
de datos públicas. 
 
Inicialmente nuestros criterios de clasificación se basaban en los criterios de 
la genética clásica argumentando que: 
 1.-  "Una variante de dosis es patológica cuando ha surgido de novo en el 
paciente y polimórfica si ha sido heredada de un progenitor"  
 2.- "Una variante que presenta un tamaño mayor de 1 Mb es más probable 
que sea patológica que una variante de menor tamaño". 
Posteriormente, cuando en el año 2006 se creó una base de datos en donde se 
recogían todas las variantes de dosis detectadas en individuos de población 
general "Database of Genomic Variants" (http://projects.tcag.ca/variation/), 
basamos nuestra interpretación en otro argumento más: 
 3.-"Una variante es polimórfica cuando se ha descrito en población 
general". 
 
Con el tiempo y el acúmulo de evidencias experimentales, se ha puesto de 
manifiesto que ninguno de estos argumentos utilizados inicialmente son 
ciertos en todos los casos. Existen ejemplos, tanto en la literatura como en 
nuestra serie de pacientes, que ponen en duda su utilización como criterios 
únicos o universales.  
 
En primer lugar, no todas las variantes de dosis heredadas de un progenitor 




- Cuatro pacientes varones con variantes de dosis patológicas en el 
cromosoma X heredado de su madre. En estos casos, la ausencia de 
clínica en las madres se debe a la inactivación preferencial del 
cromosoma X alterado, mientras los varones, puesto que sólo poseen un 
cromosoma X, carecen de cualquier mecanismo de compensación. 
- Tres pacientes con duplicación 16p11 y dos pacientes con duplicación 
16p13, todas ellas heredadas de un progenitor sano. Las cuales, en un 
primer momento fueron clasificadas como variantes polimórficas, por 
ser heredadas y estar descritas en población general en la base de datos 
de “Duplicaciones Segmentarias”. Posteriormente, tras la publicación de 
diferentes trabajos en los que relacionaban dichas variantes con 
discapacidad intelectual y autismo (Ullmann et al., 2007; Bijlsma et al., 
2009; Hempel et al., 2009; Girirajan et al., 2010; Tropeano et al.,2013), 
se reinterpretaron estas variantes comparando la clínica y los 
antecedentes familiares de nuestros pacientes, con los descritos en dichas 
publicaciones, llegando a la conclusión que aunque fueran heredadas de 
un progenitor sano y/o estuvieran descritas en población general, eran 
variantes patológicas de penetrancia incompleta. 
- Un paciente con duplicación 22q11 heredada de un progenitor sano. 
Dicha duplicación esta descrita como síndrome (OMIM: 608363) con un 
fenotipo muy variable que abarca desde la normalidad hasta una 
presentación clínica con múltiples anomalías y DI severa. (Ensenauer et 
al., 2003).  
- Una paciente con deleción en 15q23 heredada de su madre. La revisión 
de la región delecionada, puso de manifiesto la presencia de un elemento 
ultraconservado. Los elementos ultraconservados (UCEs) son secuencias 
de ADN de al menos 200 pb que se muestran idénticas entre ratas, 
ratones y humanos. Estos UCEs se asocian a regiones altamente 
conservadas con presencia de genes sensibles a dosis que pueden causar 
DI (Martinez et al., 2010). Por ello, se realizó una revisión de la historia 
clínica, detectando que la madre de nuestra paciente presentaba DI leve, 
por lo que consideramos la deleción patológica de expresividad variable.  
 
Concretamente en nuestra serie, de los 51 pacientes con alteraciones 
consideradas patológicas, en 13 casos se trata de alteraciones que han sido 
heredadas de un progenitor sano, lo que representa un 25,5%.  
Así mismo, no todas las CNVs de novo pueden considerarse patológicas. En 
nuestra serie hemos detectado 10 pacientes con  CNVs de novo que por la 
ausencia de genes relacionados con la clínica del paciente, han sido 
consideradas polimórficas. El porcentaje de variantes detectadas de este tipo 
es bajo (8% en nuestra serie), aunque dicha cifra se encuentra sesgada, ya  
que no se ha estudiado la herencia de las CNVs claramente polimórficas 





novo polimórficas, apoya el hecho de que una CNV no es patológica 
simplemente por ser de novo. Además, la cifra observada se encuentra dentro 
de las estimaciones recientes sobre la tasa de CNVs de novo en todo el 
genoma (Itsara et al., 2010). 
 
En segundo lugar, respecto al tamaño de las variantes, se han detectado 
CNVs polimórficas con un tamaño mayor de 1 Mb y CNVs patológicas 
menores de 600 kb. 
 
El tamaño promedio de las variantes polimórficas detectadas en nuestra serie 
es de 178,4  kb (rango 0,149 a 1.325  kb). La mayoría de CNVs polimórficas 
de mayor tamaño se detectaron mediante el array de BACs. Esto se debe al 
mayor tamaño que presentan las sondas BACs que constituyen este tipo de 
array así como a su menor resolución. Realmente los resultados obtenidos 
mediante arrays basados en BACs están sobredimensionados por la propia 
naturaleza de las sondas. Este fenómeno también lo observamos en las 
CNVs polimórficas descritas inicialmente, las cuales fueron detectadas por 
arrays basados en BACs. Muchas de estas CNVs actualmente han 
desaparecido de las bases de datos, o se describen con un tamaño menor, 
puesto que mediante arrays de oligonucleótidos o de SNPs se ha visto que 
dichas CNVs presentan un menor tamaño. En cuanto a las CNVs 
polimórficas detectadas por el array de oligonucleótidos, presentan un 
tamaño menor (rango 149 pb a 600 kb), con la excepción de la CNV de 1,3 
Mb en la región Xp22.31 descrita como variante polimórfica (Faletra et al., 
2012). Así pues, en nuestra serie encontramos un 2% (2 de 96) de CNVs 
polimórficas mayores de 1 Mb, una de ellas detectada mediante el array de 
BACs (duplicación de 1,1 Mb en la región 9p12 descrita en población 
general por Sebat et al., 2004), y la otra comentada anteriormente en la 
región Xp22.31.  
Por otro lado, aunque la mayoría de las variantes patológicas detectadas en 
nuestra serie presentan un tamaño mayor de 1 Mb, el 14% (9 de 64) 
presentan un tamaño menor de 600 kb. Por tanto, en base a nuestros 
resultados, podemos concluir que el criterio de clasificación por tamaños por 
si solo, no es suficiente para clasificar las CNVs en polimórficas o 
patológicas y siempre se debe revisar los genes implicados en cada 
alteración.  
 
En tercer lugar, no todas las variantes descritas en población general han de 
considerarse polimórficas. La presencia de variantes de dosis de duplicación 
en las regiones 16p11.1 y 16p13 en población general no significa que 
necesariamente sean variantes inocuas. La frecuencia de dichas variantes en 
población control se encuentra en 0,01% y 0,1% respectivamente (Kumar et 




Hannes et al., 2009; Kirov et al., 2009; Williams et al., 2010) mientras que 
en nuestra serie las hemos encontrado con frecuencias de 2% y 1% 
respectivamente, frecuencias estadísticamente superiores a las de la 
población general (p<0,006). Nuestros resultados concuerdan con otras 
series publicadas de microduplicaciones 16p11.1 y 16p13 (Weiss et al., 
2008; Hannes et al., 2009; Mefford et al., 2009) en las que detectan una 
frecuencia de un 1% y 0,8% en pacientes con DI.  
 
Por otra parte, hay que tener en cuenta que las primeras CNVs descritas en 
población general se detectaron mediante arrays de BACs. Este tipo de 
arrays está constituido por sondas que presentan un tamaño de hasta 1 Mb, 
de tal forma que probablemente el tamaño de las variantes detectadas 
mediante este tipo de arrays, como se ha comentado anteriormente, esté 
sobredimensionado. Ello también ocasionó errores en la interpretación 
debido a que las CNVs descritas eran muy grandes y abarcaban muchos 
genes, incluso genes sensibles a dosis implicados en el desarrollo neuronal o 
descritos como patológicos. Un ejemplo para ilustrar esto es el caso 
CGM165 que presenta una microdeleción en 22q13, la cual, en un primer 
momento se consideró como una CNV polimórfica, dada la gran cantidad de 
variantes de dosis descritas en población general (Wong et al., 2007; Redon 
et al., 2006; Iafrate et al., 2004). Sin embargo, en esta región se encuentra el 
gen SHANK3 (también llamado ProSAP2). La proteína shank3 juega un papel 
importante en el funcionamiento de la sinapsis, garantizando que las señales 
enviadas por una neurona sean recibidas por la otra. Además está 
involucrada en la formación y maduración de las espinas dendríticas. El gen 
SHANK3 localizado en la región delecionada fue descrito como gen 
responsable del Síndrome de deleción 22q13 (Durand et al., 2007). Así pues, 
se modificó la interpretación inicial y se consideró que la microdeleción era 
la causante de la patología de la paciente. Actualmente, la región 22q13 
sigue presentando este cúmulo de CNVs polimorficas en la base de datos de 
duplicaciones segmentarías, por lo que debemos tener en cuenta que no 
podemos dar de variante polimórfica una CNV descrita en población 
general, sin antes revisar los genes y comprobar que dichos genes no son 
sensibles a dosis, ni presentan funciones relacionadas con la clínica del 
paciente. 
 
Por último, también se ha puesto de manifiesto la gran importancia de 
caracterizar las alteraciones detectadas, para poder dar un diagnóstico 
correcto y un buen asesoramiento genético a los progenitores. Un ejemplo de 
ello fueron los pacientes que tenemos clasificados como Tipo III en las 
alteraciones subteloméricas (CGM1313 y CGM1525). En ambos pacientes 
detectamos una deleción subtelomérica mediante la técnica de MLPA. 





deleciones puras, sino que se trataba de reordenamientos más complejos del 
tipo inversión-deleción-duplicación (invdupdel). Este tipo de 
reordenamientos fue descrito por Floridia y colaboradores en 1996. Estudios 
realizados para comprender los mecanismos moleculares que causan estos 
reordenamientos indican que en los puntos de corte, se encuentran dos 
familias de genes de receptores olfativos. Las madres de los pacientes con 
este tipo de reordenamientos presentan una inversión polimórfica de esos 
receptores. Esta inversión, en el caso del cromosoma 8, presenta una 
prevalencia en mujeres del 26%, pero justamente en las madres de los 
individuos con invdupdel estudiados, se encuentra con una prevalencia del 
100% (Giglio et al. 2001, Shimokawa et al. 2004). De ahí que se pueda 
sugerir que la inversión materna predispone al reordenamiento 
desequilibrado en su descendencia, aunque como indica Giglio (2001) el 
riesgo de recurrencia para una mujer con la inversión polimórfica no será 
muy alto puesto que la prevalencia de la inversión en las mujeres es alta y la 
prevalencia estimada de niños nacidos vivos con invdupdel (8p) es de 
1/10.000-30.000. Además, dependiendo del tamaño de ambas alteraciones y 
de los genes que estén incluidos en ellas, la clínica de los pacientes puede 
variar considerablemente. En el caso de la invdupdel del cromosoma 4p, la 
clínica de los pacientes es diferente si los genes WHSC1, WHSC2 y LETM1 
estan delecionados (síndrome de Wolf-Hirschhorn), o si estos genes están 
duplicados (síndrome de duplicación 4p) (Roselló et al., 2009). 
 
Todo ello hizo que elaboráramos un protocolo de revisión de las 
alteraciones, ampliando los estudios complementarios e incluyendo otros 
criterios de clasificación para las variantes de número de copias, como la 
búsqueda en bases de datos o publicaciones de nuevos síndromes descritos 
con variantes iguales o similares, la recopilación de toda la información 
posible de los genes incluidos en la región, su función biológica, el patrón de 
expresión, la presencia de elementos ultraconservados y la búsqueda y 
comparación de rasgos clínicos de otros casos descritos con la misma 
alteración (ver en material y métodos 7.5). 
 
Paralelamente, diversos grupos de investigación han llegado a las mismas 
conclusiones, por lo que actualmente los criterios y el algoritmo utilizando 
para clasificar las alteraciones encontradas mediante estas técnicas y la 
interpretación de los resultados (figura 72) son muy similares a los descritos 
y utilizados por otros grupos independientes (Hanemaaijer et al., 2012; 
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Figura 72: Algoritmo de trabajo diseñado a partir de las conclusiones obtenidas de 
los criterios de clasificación de este trabajo. Actualmente es utilizado para 





2. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD PARA LA DETECCIÓN 
DE ALTERACIONES PATOLÓGICAS 
Puesto que las diferentes tecnologías empleadas en este trabajo presentan 
naturaleza y resolución diferentes, la utilidad diagnóstica de cada una de 
ellas será distinta. Para poder valorar qué técnica puede ser la más idónea 
para la detección de variantes de dosis patológicas en pacientes con DI, se 
calculó la sensibilidad y especificidad de cada una de las técnicas utilizadas, 
basándonos en el conjunto de datos disponibles. 
 
Definimos:  
 Casos: Individuos con CNVs patológicas. 
- Verdadero positivo (VP): CNVs detectadas con la técnica en 
cuestión. 
- Falso negativo (FN): CNVs no detectadas por esta técnica. 
 
 Controles: Individuos sin CNVs patológicas. 
- Falso positivo (FP): CNVs polimórficas detectadas. 
- Verdadero negativo (VN): sin CNVs detectadas. 
 
Nota: En el caso de que un individuo tenga una alteración patológica y una 
polimórfica o de significado incierto, el individuo se considerará como 
verdadero positivo (VP) a efectos de estos cálculos. Además las variantes de 
efecto desconocido, se consideran como falsos positivos (FP) siendo 
conscientes de que alguna de ellas posteriormente pueda interpretarse como 
patológica. 
 
Sensibilidad= VP/(VP+FN)   Especificidad=VN/(VN+FP) 
 
2.1 FISH 
En nuestro trabajo, mediante esta técnica se estudiaron los primeros 34 
pacientes de la serie. Se encontraron ocho variantes de dosis en cuatro 
pacientes. Estos cuatro pacientes presentaban un cromosoma derivado con 
pérdida y ganancia de regiones cromosómicas relativamente grandes. En un 
caso el cromosoma derivado surgió de novo y en los otros tres dicho 
cromosoma fue heredado de forma desequilibrada de un progenitor portador 
de translocación equilibrada. 
 
No se encontró ningún paciente con CNVs consideradas polimórficas. Pero 
entre estos 34 pacientes se encontraban cinco que presentaban variantes de 
dosis patológicas intersticiales, que no se detectaron, puesto que no 
implicaban a las regiones subteloméricas. Por tanto observamos que la 




encuentra por debajo del 44,4% con un intervalo de confianza muy amplio 
tabla 19.  
 
Tabla 19: Tabla 2x2 utilizada para el cálculo de sensibilidad y especificidad de la 
técnica de FISH. 
 
FISH Casos  
(CNVs Patológicas) 
Controles  
(no CNVs patológicas) 
Total 
Positivo 4 0 4 
Negativo 5 25 30 
Total 9 25 34 
% detección de individuos patológicos: 11,7 
                                  Valor            IC (95%) 
-------------------------       ----------     -------------------------- 
Sensibilidad (%)      44,44       6,43      82,46    
Especificidad (%)     100,00      98,00     100,00  
 
 
La alta especificidad (>98%), nos indica que dicha técnica no detecta falsos 
positivos, es decir, CNVs polimórficas. Pero en la bibliografía se han 
descrito CNVs polimórficas en las regiones subteloméricas. Estas presentan 
una frecuencia de alrededor del 1% (Knight y Flint, 2000; Jalal et al., 2003, 
Adeyinka et al., 2005). La más frecuente es la delección 2pter, detectada en 
algunos trabajos con una frecuencia del 1,6% (Baker et al., 2002), pero dicha 
CNV polimórfica no se detecta mediante el kit de sondas Vysis utilizado en 
este trabajo. Otras variantes polimórficas subteloméricas descritas como 
deleciones en 3pter, 4qter, 7pter, 10qter y duplicaciones de 8pter y 10qter, 
presentan frecuencias menores del 0,5% (Ravnan et al., 2006). El hecho de 
no encontrar en nuestra serie ninguna de estas variantes se puede explicar, 
por una parte, porque los polimorfismos en estas regiones son poco 
frecuentes, y por otra parte, por el diseño de las sondas utilizadas, las cuales 
en el kit de Vysis se sitúan en regiones poco polimórficas. 
 
2.2 MLPA 
Mediante esta técnica se estudió el total de pacientes de la serie (202 
individuos). Se encontraron 48 CNVs en 36 individuos (9 individuos 
presentaban 2 variantes, 1 individuo presentaba 4 variantes y 26 individuos 
presentaban 1 variante). De todas estas CNVs, 18 fueron consideradas 
polimórficas. Estas variantes polimórficas encontradas en 16 pacientes, 
fueron encontradas por una SALSA y no fueron confirmadas por la SALSA 
complementaria. Además la mayoría de estas variantes fueron heredadas de 





pacientes, se consideraron todas ellas patológicas. El hecho de haber surgido 
de novo en los pacientes y de estar relacionadas con la patología de 
síndromes concretos o de incluir genes relacionados con el desarrollo 
neuronal, apoya el carácter patológico de estas variantes. Sin embargo, entre 
los pacientes considerados normales, se encontraban 32 pacientes que 
presentaban CNVs intersticiales patológicas. Estas variantes no fueron 
detectadas por esta técnica puesto que, al igual que el FISH subtelomérico, 
sólo detecta alteraciones que implican a las regiones subteloméricas. La 
sensibilidad y especificidad se señalan en la tabla 20. 
 
Tabla 20: Tabla 2x2 utilizada para el cálculo de sensibilidad y especificidad de la 
técnica de MLPA. 
 
MLPA Casos  
(CNVs Patológicas) 
Controles  
(no CNVs patológicas) 
Total 
Positivo 20 16 36 
Negativo 32 134 166 
Total 52 150 202 
% detección de individuos con alteraciones patológicas: 9,9 
 
                                Valor           IC (95%) 
------------------------- ---------- -------------------------- 
Sensibilidad (%)      38,46      24,28      52,65 
Especificidad (%)      89,33      84,08      94,61 
 
 
2.3 Comparación MLPA vs FISH 
Podemos observar que los valores obtenidos de sensibilidad y especificidad 
del MLPA son muy similares a los obtenidos mediante la técnica de FISH 
subtelomérico. Aunque debido al escaso número de pacientes estudiados por 
FISH, el intervalo de confianza de la sensibilidad es muy amplio. 
 
Por MLPA se detectaron variantes de dosis no detectadas por FISH (tabla  
7): del 2q, del 6p y dup Xp (SALSA P019), del 11p, dup 10q, del 8p, dup 1q, 
dup 13q (SALSA P036), y dup “14p” (SALSA P020 y SALSA P036). Todas 
estas variantes, excepto la dup “14p”, se observaron sólo con una de las 
SALSAs de MLPA subtelomérico empleadas P036 o P070. Esto se puede 
explicar por la diferencia de tamaño de las sondas FISH con respecto a las 
sondas de MLPA. Las sondas FISH presentan un tamaño de entre 100 y 300 
kb, mientras que las sondas MLPA entre 40 y 60 pb. En este sentido, la 
técnica de MLPA puede verse más afectada por la presencia de SNPs o 




de la secuencia que hibrida al ADN. De la misma forma, se puede explicar 
cualquier divergencia entre los dos kits (SALSAs) de sondas de MLPA. 
Además, todas las alteraciones de dosis detectadas con una sonda MLPA 
estaban presentes en los padres fenotípicamente normales o fueron 
observadas en una serie de controles normales. Por todo ello concluimos que 
las variantes detectadas con una sola sonda eran variantes polimórficas sin 
repercusión fenotípica.  
 
Por otra parte, la duplicación “14p”, no detectada previamente por FISH, fue 
detectada con los dos kits (SALSAs) de MLPA en el paciente CGM991 pero 
no en sus padres (la falsa paternidad fue excluida por el análisis de 
marcadores microsatélite). Pero hay que recordar que la secuencia de la 
sonda “14p” se une a una región subcentromérica en el brazo largo del 
cromosoma 14, región no analizada por FISH subtelomérico. 
 
El hecho de encontrar CNVs consideradas polimórficas con algunas sondas 
de diferentes SALSAs, ha condicionado a que continuamente se estén 
mejorando las sondas de las SALSAs para reducir el número de variantes 
polimórficas detectadas. Por tanto, en este sentido, se puede afirmar que la 
especificidad de la técnica de MLPA va mejorando gradualmente 
(www.mrc-holland.com). 
 
Con respecto a la detección de desequilibrios en todo el genoma, 
observamos que las dos técnicas presentan sensibilidades parecidas 
(alrededor de 40%). Esta similitud se explica por el tipo de alteraciones que 
pueden ser detectadas mediante estas dos técnicas, siendo ambas capaces de 
detectar todas las variantes patológicas que implican a las regiones 
subteloméricas. Sin embargo, debido a esta focalización en las regiones 
analizadas, un 60% de las variantes de dosis patológicas en el genoma 
quedan sin diagnosticar.  
 
Basándonos en nuestros resultados y nuestra experiencia, proponemos la 
técnica MLPA como técnica de rastreo de reordenamientos subteloméricos 
ya que es más barata, menos laboriosa y más susceptible de poder ser 
automatizada en la parte del análisis. A su vez, cuando se hayan detectado 
desequilibrios patológicos por MLPA será necesario utilizar la técnica de 
FISH para estudiar a los progenitores puesto que una proporción importante 
de estos (cercano al 50%) pueden ser portadores de una translocación 
subtelomérica equilibrada.  
 
Además, la técnica del FISH también es necesaria para poder detectar 
translocaciones insercionales y posteriormente los portadores equilibrados de 





consisten en la inserción de parte de un cromosoma en otro no homólogo si 
son intercromosómicas, o en otra parte del mismo cromosoma si son 
intracromosómicas (Van Hemel and Eussen, 2000). En nuestra serie de 
pacientes hemos detectado dos casos de translocaciones insercionales 
desequilibradas en pacientes que a priori presentaban una alteración de novo, 
gracias a la aplicación de la técnica de FISH mediante sondas específicas de 
la región. 
El primer caso fue el paciente XF977 ya comentado en el apartado de 
resultados, el cual presenta una TI desequilibrada. En el estudio familiar se 
pudo comprobar la existencia de otros seis portadores de la TI equilibrada y 
otros dos casos con DI que presentaban el cromosoma 19 derivado de la TI 
con la duplicación (TI desequilibrada). El segundo caso se trata del paciente 
XF2019 que presenta una duplicación de 3 Mb del cromosoma 8 detectada 
por el array de BACs. Dicha duplicación se había considerado de novo 
puesto que los progenitores no la presentaban. A su vez este paciente era 
portador de una translocación aparentemente equilibrada entre los 
cromosomas 4 y 7 heredada de su padre, que inicialmente se pensó que no 
guardaba relación con la duplicación del cromosoma 8 responsable de la 
patología que presentaba. El estudio mediante FISH con sondas específicas 
de la región (RP11-1007I7, RP11-668C3) puso de manifiesto que el 
fragmento duplicado del cromosoma 8 estaba insertado en el cromosoma 
derivado de la traslocación 4;7. Se realizó este mismo estudio al padre y se 
comprobó que la señal del fragmento duplicado en su hijo, estaba presente 
en uno de los cromosomas 8 y en el cromosoma derivado de la traslocación 
4;7. Con todo ello, se llegó a la conclusión de que lo que aparentemente era 
una translocación equilibrada entre dos cromosomas, se trataba de una 
traslocación que implicaba a 3 cromosomas: una traslocación recíproca entre 
los cromosomas 4 y 7 con un segmento del cromosoma 8 insertado en el 
punto de translocación.  
 
Con estos dos casos observamos que la utilidad de la técnica de FISH no se 
restringe a los reordenamientos subteloméricos, sino que también es muy útil 
en la detección de translocaciones insercionales. La proporción de 
reordenamientos intersticiales que pueden proceder de TI es actualmente 
desconocida pero este tipo de reordenamientos sólo se pueden detectar 







2.4 CGH-array basado en BACs 
Mediante este array se estudiaron los primeros 48 pacientes. En estos 48 
pacientes se encontraron 34 variantes presentes en 28 individuos. De estas 
34 CNVs 15 estaban descritas previamente por otros autores en población 
control, 6 se consideraron patológicas, y 13 fueron artefactos técnicos. Es 
decir, el 38,2% de las CNVs encontradas (13/34) fueron artefactos. Hay que 
tener en cuenta que la hibridación de estos arrays se realizó en un momento 
en el que esta tecnología estaba empezando y era un proceso mucho más 
manual de lo que es en el momento actual. Otro posible factor, pudo ser el 
criterio con el que definimos las alteraciones (dos clones consecutivos). Si 
hubiéramos utilizado el criterio de considerar alteración con tres clones 
consecutivos, el número de variantes detectadas hubiera sido de 20, 
disminuyendo el porcentaje de artefactos detectados al 15% (3/20), pero 
disminuyendo también la sensibilidad de detección de individuos con 
alteraciones patológicas (ver tablas 21 y 22).  
 
Tabla 21: Tabla 2x2 utilizada para el cálculo de sensibilidad y especificidad de la 
técnica de array basado en BACs considerando alteración a partir de 2 clones 
consecutivos alterados. 
aCGH- BACS Casos  
(CNVs Patológicas) 
Controles  
(no CNVs patológicas) 
Total 
Positivo 6 22 28 
Negativo 5 15 20 
Total 11 37 48 
% detección de individuos con alteraciones patológicas: 12,5 
                                Valor            IC (95%) 
------------------------- ---------- -------------------------- 
         Sensibilidad (%)      54,55      20,57      88,52 
        Especificidad (%)      40,54      23,37      57,71 
 
 
Tabla 22: Alternativa de la tabla 2x2 para el cálculo de sensibilidad y especificidad 
cuando en la interpretación de los arrays basados en BACs se considera alteración si 
observamos tres clones consecutivos alterados. 
 
aCGH- BACS Casos  
(CNVs Patológicas) 
Controles  
(no CNVs patológicas) 
Total 
Positivo 5 15 20 
Negativo 6 22 28 







Se podría pensar que los arrays con artefactos eran arrays de peor calidad.  
Una forma de evaluar la calidad de la hibridación es mediante el número 
total de clones con valores alterados, asumiendo que los arrays con mayor 
número de clones alterados presentan una peor calidad de hibridación y un 
resultado menos fiable. Sin embargo, si observamos el número de clones 




Figura 73: Representación mediante diagrama de barras del número de clones 
alterados en cada uno de los array de BACs estudiados a modo de control de 
calidad de la hibridación de los arrays.  




Por otra parte, nos encontramos con que algunos de los cristales utilizados en 
esta serie, presentaban fallos de impresión de los BACs en algunas áreas del 
cristal. Aunque cada sonda se encuentra representada en tres réplicas 
localizadas en áreas distintas del array, estos defectos de impresión 
ocasionaron una cierta pérdida de fiabilidad.  
 
Con todo ello, tanto por los artefactos como por las CNVs polimórficas 


















































































































































































































































































































En cuanto a la sensibilidad, observamos que se encuentra en el 54,55% 
(IC95% 20,57-88,52), mayor que las obtenidas por las técnicas anteriores. 
No obstante, la técnica de CGH-array basado en BACs es una técnica de 
rastreo de CNVs en todo el genoma, por lo que el valor de sensibilidad 
esperado era a priori mayor que con las técnicas de rastreo restringido a 
regiones subteloméricas.  
 
2.5 CGH-array basado en oligonucleótidos 
Mediante este array se estudiaron todos los pacientes incluidos en este 
trabajo (202 pacientes). Se encontraron en total 161 CNVs en 103 pacientes, 
confirmándose la condición patológica de 64 variantes (39,7%) presentes en 
51 pacientes. De las variantes restantes, 81 fueron consideradas polimórficas 
presentes en 39 pacientes (51,2%), mientras que 16 variantes encontradas en 
13 pacientes son de significado incierto (9,1%). 
Como hemos comentado anteriormente, los pacientes que presentan 
variantes de efecto desconocido las consideramos como falsos positivos (FP) 
a efectos de este calculo, puesto que no presenta una variante patológica. En 
este caso el resultado de la sensibilidad es el presentado en la tabla 23. Por 
otra parte, se calcularon estos mismos parámetros considerando las variantes 
de efecto desconocido como patológicas. La sensibilidad obtenida es la 
misma, pero aumenta un poco más la especificidad dado que disminuye el 
número de falsos positivos (tabla 24). 
 
 
Tabla 23: Tabla 2x2 utilizada para el cálculo de sensibilidad y especificidad de la 
técnica de array basado en oligonucleótidos considerando las variantes de efecto 
desconocido como no patológicas. 
 
aoCGH Casos  
(CNVs Patológicas) 
Controles  
(no CNVs patológicas) 
Total 
Positivo 51 52 103 
Negativo 1 98 99 
Total 52 150 202 
% detección de individuos con alteraciones patológicas: 25,24 
 
                                Valor                     IC (95%) 
------------------------- ----------     -------------------------- 
 Sensibilidad (%)      98,08      93,38     100,00 







Tabla 24: Tabla 2x2 utilizada para el cálculo de sensibilidad y especificidad de la 
técnica de array basado en oligonucleótidos cuando consideramos las variantes de 
efecto desconocido como patológicas. 
 
aoCGH Casos  
(CNVs Patológicas) 
Controles  
(no CNVs patológicas) 
Total 
Positivo 63 40 103 
Negativo 1 98 99 
Total 64 138 202 
% detección de individuos con alteraciones patológicas: 31,68 
 
                                Valor                     IC (95%) 
------------------------- ----------     -------------------------- 
 Sensibilidad (%)      98,44      94,62     100,00 
 Especificidad (%)      71,02      63,08       78,95       
 
Podemos observar que mediante esta técnica, la sensibilidad mejora 
notablemente hasta el 98% (IC95%  94-100) con respecto a todas las 
técnicas anteriores, mientras que la especificidad, en ambos calculos, mejora 
con respeto al array basado en BACs (tabla 23 y 24). En este caso, la 
sensibilidad obtenida no fue del 100% puesto que no se pudo detectar  una 
ganancia de dosis en mosaico, correspondiente a una tetrasomía del brazo 
corto del cromosoma 12. Con posterioridad a su inclusión en este estudio, 
éste caso (CGM1236) fue diagnosticado en otro centro como síndrome de 
Pallister-Killian, mediante cariotipo en biopsia de piel. Debido a un efecto de 
selección negativa en células sanguíneas, que es el material de partida 
empleado para la extracción de ADN genómico, dicha tetrasomía no se 
detectó mediante ninguna de las tres técnicas. No obstante, tras conocer el 
hallazgo de esta tetrasomía 12p en mosaico en fibroblastos, se reevaluó el 
resultado obtenido con cada una de estas técnicas, MLPA, CGH-array 
basada en BACs y CGH-array basada en oligonucleótidos, para ver si se 
observaba un aumento de dosis de las sondas incluidas en esa región aunque 
no fuera significativo. Únicamente mediante la CGH-array basada en 
oligonucleótidos se pudo observar un aumento de dosis significativo para 
todas las sondas correspondientes al brazo corto del cromosoma 12, tras 
modificar los parámetros de análisis (algoritmo: ADM-1 threshold 12) 
detectándose dicha alteración. El algoritmo ADM-1 (Aberration Detection 
Method Algorithms) identifica los intervalos alterados en una muestra, 
dando unos log ratios consistentes altos o bajos en función de un umbral 
estadístico. En contraste con el algoritmo Z-score, el algoritmo de ADM no 
se basa en un tamaño de ventana, sino que realiza un muestreo de sondas 





Después de encontrarnos con esta alteración en mosaico, se reanalizaron 
todos los arrays del mismo tipo mediante el algoritmo ADM-1. Se 
confirmaron las variantes patológicas detectadas, pero además se observó, en 
dos individuos, dos alteraciones nuevas, no detectadas con en algoritmo Z-
score, puesto que los valores de las sondas no alcanzaban el umbral 
establecido. En el paciente X2403 se encontró una duplicación en 12p13.33 
de 1Mb que fue confirmada mediante MLPA (SALSA P230-B1). Esta CNV 
fue heredada de un progenitor sano y no era compartida con su hermano que 
presentaba los mismos rasgos clínicos. Además, ninguno de los genes 
incluidos tenían relación con la clínica del paciente, por lo que se consideró 
como una variante polimórfica. En la paciente CGM708 se detectó un 
aumento de dosis para tres sondas en 18p11.2, que afecta a los genes 
ANKRD12 y RALBP1. Esta alteración considerada de significado incierto se 
confirmó mediante un array a la carta con una alta densidad de sondas en 
estos genes. 
2.6 Comparación de las técnicas de array basadas en BACs y 
oligonucleótidos 
En cuanto a la sensibilidad de los dos arrays utilizados, observamos valores 
muy diferentes y esto se debe en primer lugar a que no presentan la misma 
resolución. Mediante el array de oligonucleótidos podemos detectar CNVs 
más pequeñas puesto que el nivel de resolución es mayor. Con el array 
basado en clones BACs el reordenamiento más pequeño fue de 300 kb 
mientras que con el array basado en oligonucleótidos se logró detectar 
CNVs de hasta 2 kb. 
 
Si se comparan los resultados obtenidos en los 48 pacientes estudiados por 
ambos arrays, se observa que estos difieren de un array a otro, tanto en las 
CNVs polimórficas como en las patológicas. Ninguna de las CNVs 
polimórficas detectadas en el array de BACs se detectó en el array de 
oligos. Esto se puede explicar porque dichas regiones no se encuentran 
representadas en el array de oligonucleótidos, es decir, en el diseño del 
array de oligos no se localizan ningún oligonucleótido en estas regiones por 
su carácter polimórfico. Además encontramos en el array de 
oligonucleótidos 20 CNVs no detectadas por el array de BACs. De estas 20 
CNVs, 4 son de significado incierto, 12 son CNVs polimórficas y 4 CNVs 
son patológicas. Las CNVs polimórficas y de significado incierto detectadas 
por el array de oligos son de un tamaño inferior al límite de resolución del 
array de BACs, razón por la cual no se detectaron. Las CNVs patológicas no 
detectadas por el array de BACs son 3 duplicaciones con tamaños de 5 Mb, 
200 kb y 600 kb y una deleción de 1,6 Mb. Por límite de resolución se 
hubieran podido detectar la duplicación de 5 Mb y la deleción de 1,6 Mb. Al 





aumento del valor en los BACs situados en la región duplicada, pero los 
valores no alcanzan el límite establecido (ver figura 74). En el caso de la 
deleción en 16p12.2 de 1,6 Mb del paciente CGM912, en el array de BACs 
la región se encuentra representada por dos BACs, de los cuales uno no 
presentaba un valor significativo (-0,196), pasando por tanto desapercibida.  
Además de presentar una menor resolución, otra limitación del array de 
BACs empleado es su diseño, más enfocado a los genes de importancia en 
oncología que en trastornos del neurodesarrollo. De esta forma se explica, 
por ejemplo, la ausencia de sondas específicas para el gen MECP2, por lo 
que pasaron desapercibidas mediante este array duplicaciones relativamente 

























































Figura 74: Comparación entre el resultado del array basado en BACs y el array 
basado en oligonucleótidos en el paciente XF977. 
En la parte inferior de la figura se muestra el resultado obtenido en ambos 
arrays del cromosoma 19 en el paciente XF977.  Mediante las barras rojas se 
acota la región duplicada que presenta el paciente, observándose como los 
clones del array de BACs no llegan al límite establecido para considerarse 
región duplicada. En la parte superior se presenta una ampliación de la región 




Con todo ello se concluye que la sensibilidad teórica dada por el límite de 
resolución del array de BACs utilizado en este trabajo no es la real, y que se 
pueden escapar alteraciones de un tamaño mayor de 1 Mb, especialmente las 
ganancias de dosis. Es por tanto evidente que los umbrales de detección 
establecidos a partir de las pruebas iniciales, que coinciden con los valores 
empleados habitualmente por otros grupos, se quedaron cortos. No obstante, 
hay que considerar que el empleo de valores menos restrictivos hubiera dado 
lugar por otra parte, a un notable incremento de artefactos y de falsos 
positivos.  
 
Si nos centramos ahora en la especificidad, también observamos que el array 
de oligonucleótidos presenta una especificidad mayor. Esto se puede 
explicar en parte porque el array de oligonucleótidos es de diseño posterior. 
Los primeros arrays diseñados y utilizados fueron los arrays de BACs, y en 
base a los resultados obtenidos en estos estudios, se definieron aquellas 
regiones de mayor variabilidad en población general. Esto condicionó que en 
el diseño de arrays posteriores se excluyeran las sondas en regiones 






3. COSTE ECONÓMICO 
Para poder realizar una valoración del coste económico, se realizó el cálculo 
del coste por prueba y diagnóstico asociado a cada técnica utilizada 
incluyendo coste de: 
- Trabajo técnico: tiempo de dedicación al trabajo de laboratorio. Este 
tiempo se puede traducir económicamente como 20€/hora.  
- Trabajo de interpretación: tiempo de dedicación a interpretar los 
resultados obtenidos en bruto. Este tiempo se puede traducir 
económicamente en 30€/hora. 
- Trabajo pruebas complementarias: tiempo ponderado dedicado a realizar 
estudios de confirmación y estudios a los progenitores (25€/hora). 
- Reactivos técnica: coste económico en euros de los reactivos y el 
material fungible necesarios para poder realizar la técnica.  
- Reactivos pruebas complementarias: coste en euros que suponen los 
reactivos y fungible utilizados para realizar las pruebas 
complementarias. 
 
El coste de las pruebas complementarias se calculó prorrateando el coste 
medio de los estudios complementarios por el porcentaje de casos alterados 
en cada técnica. 
El cálculo total de cada una de las técnicas utilizadas en este trabajo para 
cada muestra se encuentra resumido en la tabla 25. 
 













Trabajo técnico  100 50 150 100 
Trabajo análisis e 
interpretación  
75 12,5 200 100 
Pruebas complementarias  8,25 7,5 65 62,5 
Reactivos  115 40 350 400 
Reactivos  pruebas compl.  65,3 70 50 150 
Coste económico total  
€/paciente 
380,3 197,5 815 812,5 
 
Calculado el coste por prueba y por paciente observamos que las técnicas de 
FISH y MLPA resultan mucho más económicas que los arrays, pero 
debemos tener en cuenta que estas técnicas solamente detectan 
aproximadamente un 40% de las alteraciones patológicas con nuestros 




Si comparamos el coste de estas dos técnicas (FISH y MLPA) observamos 
que existe una diferencia de casi el doble, a pesar de que, como se ha 
comentado en material y métodos, en este trabajo se utilizaron portaobjetos 
de inmunofluorescencia con 8 pocillos, reduciendo así el volumen de sonda 
para la hibridación de cada paciente para reducir el coste económico de la 
técnica del FISH. No obstante,  no se pudo reducir el tiempo con respecto al 
trabajo técnico y de interpretación. Así pues, la técnica de FISH 
subtelomérica ha dejado de utilizarse como técnica de rastreo, dejando paso 
a la técnica del MLPA. La diferencia de coste económico, de tiempo de 
realización y de análisis, que supone realizar la técnica de FISH es muy 
superior al de la técnica de MLPA.  
 
En cuanto a los dos tipos de arrays utilizados, el coste económico total por 
muestra resultó ser muy similar. Presentando el array de BACs un mayor 
coste de trabajo técnico y de análisis e interpretación. El análisis de los 
arrays de BACs fue muy costoso debido a que el software de análisis era 
muy limitado, y había que revisar punto por punto la imagen de la 
hibridación para definir los puntos y eliminar el ruido de fondo. Por el 
contrario, el software utilizado para el array de oligos era mucho más 
automatizado. 
 
Actualmente los arrays que se utilizan habitualmente son comerciales, 
mucho más automatizados tanto desde el punto de vista técnico como 
analítico, por lo que disminuye el coste técnico. Además, poco a poco, a la 
par que se están definiendo continuamente tanto nuevas CNVs patológicas 
asociadas a síndromes de microdeleción o de microduplicación como CNVs 
polimórficas, se van incorporando estos datos en los distintos software de 







4. FRECUENCIA DE REORDENAMIENTOS 
SUBMICROSCÓPICOS DETECTADOS CON CADA UNA DE 
LAS TÉCNICAS 
4.1 FISH versus MLPA subteloméricos 
En la detección de reordenamientos subteloméricos patológicos, el 
porcentaje de detección obtenido por las dos técnicas fue muy similar, 11,7% 
por FISH y 9,9% por MLPA, aunque el número de pacientes estudiados 
fuera diferente (34 y 202 individuos respectivamente). Estos porcentajes 
fueron muy similares a los obtenidos en otras series (Dawson et al., 2002; 
Wu et al., 2007; Hila et al., 2009; Pohovski et al., 2013) (tabla 26). Sin 
embargo, realizando una revisión de las diferentes series publicadas, vemos 
que el porcentaje de detección de individuos con alteraciones subteloméricas 
mediante una técnica u otra, es muy variable, oscila de 0 a 35,7% (tabla 26). 
Esta variabilidad entre unas series y otras, está relacionada con los criterios 
de selección de los pacientes incluidos en cada serie.  
 
Trabajos como el de Joyce (2001) y Van Karnebeek (2002) en los que 
obtuvieron porcentajes de detección inferiores al 1%, incluyeron para su 
estudio pacientes con DI leve a los que se les había descartado alteraciones 
subteloméricas mediante cariotipo de alta resolución (850 bandas). En 
ambos trabajos, el cariotipo de alta resolución detectó alteraciones 
subteloméricas no detectadas mediante el cariotipo con nivel de resolución 
de 450 bandas.  
En otros estudios como el de Ravnan (2006), Sismani (2001) o Stegmann 
(2008) en los que el único criterio de inclusión fue la DI o el retraso del 
desarrollo, se obtuvieron porcentajes de detección inferiores al 3%.  
Ahora bien, en aquellos trabajos en los que además de la DI se tenía en 
cuenta el fenotipo cromosómico, las anomalías congénitas y los antecedentes 
familiares (como es nuestro caso), el porcentaje de detección era mucho 
mayor (entre 4-13%), asociándose los porcentajes más altos a aquellos 
trabajos que sólo incluían en el estudio pacientes con DI de moderada a 
severa. Así pues, todos los trabajos con criterios de inclusión comparables a 
los de nuestra serie, presentan un porcentaje de detección similar, a 
excepción del porcentaje detectado por Joly (2001) que excede a todos las 
demás. Esta serie de 17 pacientes pertenecían a 14 familias, además de ser 
corta, incluyen no sólo casos índice sino también algunos casos 
emparentados. Es muy probable que en esta serie tan reducida, los pacientes 
estuvieran muy seleccionados entre los que presentaban una clínica más 





Tabla 26: Relación de series publicadas para la detección de reordenamientos 


















































































































































(Joyce et al., 2001)  200 0.0% X*      
(Joly et al., 2001) 17 35.7% X X  X X  
(Fan et al., 2001) 150 4.0% X X   X  
(Riegel et al., 2001) 254 5.0% X* X X X X  
(Rossi et al., 2001) 200 6.0% X* X X    
(Sismani et al., 2001) 70 1.4% X*    X X 
(Anderlid et al., 2002) 111 9.0% X X  X X X 
(Clarkson et al., 2002) 50 4.0% X X  X X  
(Dawson et al., 2002) 40 10.0% X    X X 
(Helias-Rodzewicz et al., 2002) 33 9.0% X* X X X X X 
(Popp et al., 2002) 30 13.3% X X X    
(van Karnebeek et al., 2002) 184 0.5% X*    X  
(Hulley et al., 2003) 13 7.7% X X     
(Jalal et al., 2003) 372 6.8% X X  X   
(Pickard et al., 2004) 69 1.5% X**      
(Walter et al., 2004) 50 10.0% X* X   X  
(Li et al., 2004) 46 4.4% X* X  X X  
(Baroncini et al., 2005) 219 5.5% X*   X X x 
(Cogulu et al., 2006) 30 3.3% X   X  X 
(Erjavec-Skerget et al., 2006) 100 6.0% X     X 
(Ravnan et al., 2006) 11688 2.6% X*    X  






(Koolen et al., 2004) 210 6,7% X* X  X X  
(Rooms et al., 2004) 75 5,2% X* X  X X X 
(Monfort et al., 2006) 95 10,0% X X x X X X 
(Wu et al., 2007) 39 10,0% X X  X X X 
(Stegmann et al., 2008) 466 3,0% X*    X  
(Hila et al., 2009) 30 13,0% X X  X X X 
(Madrigal et al., 2010) 300 5,3% X    X X 
(Wu et al., 2010) 451 5,1% X    X X 
(Verdú Pérez et al., 2011) 200 4,5% X X   X X 
(Pohovski et al., 2013) 150 7,3% X X   X X 
 
X**:DI leve 
X*: DI de leve a moderado 
X: DI de moderada a severa 
 
 
Por tanto, el porcentaje de detección de las alteraciones subteloméricas no 
varía por el tipo de técnica utilizada para su detección, sino que depende de 





porcentajes de detección más altos cuando los pacientes presentan DI de 
moderada a severa, fenotipo cromosómico, anomalías congénitas y 
antecedentes familiares.   
4.2 arrays BACs versus arrays Oligonucleótidos 
Una de las diferencias que existen entre los dos arrays utilizados en este 
trabajo es la resolución que puede alcanzar cada uno de ellos. En el caso del 
array de BACs la resolución teórica es de 0,5-1 Mb, mientras que la del 
array de oligonucleótidos es de 50-150 kb. Esto podría explicar las 
diferencias en los resultados obtenidos en nuestra serie, en cuanto a la 
detección de alteraciones patológicas, siendo de 12,5% en el array basado en 
BACs y de 25,2% en el array basado en oligonucleótidos.  
 
Para comparar nuestros resultados con los obtenidos en otras series 
publicadas, debemos tener en cuenta el tipo de array utilizado y el hecho de 
haber descartado previamente alteraciones subteloméricas en la serie de 
pacientes (tablas 27 y 28). En este trabajo hemos considerado únicamente 
aquellas seríes publicadas que utilizaban un array igual o similar al nuestro 
(array de BACs con resolución 1 Mb y array de oligonucleótidos 44k de 
Agilent) 
 
En las diferentes series de arrays de BACs observamos que el porcentaje de 
detección de pacientes con alteraciones patológicas es muy variable. Y esta 
variabilidad no se relaciona con los criterios de inclusión de los pacientes, 
más bien la podemos relacionar con el tamaño muestral. Trabajos con un 
mayor porcentaje de detección presentan un menor tamaño muestral (Miyake 
et al., 2006; Aradhya et al., 2007). De nuevo, es muy probable que al tratarse 
de series muy reducidas exista un sesgo de selección hacia los casos con una 





Tabla 27: Relación de series publicadas para la detección de reordenamientos en 
todo el genoma en  pacientes con discapacidad intelectual mediante arrays basados 
en BACs.  
 

































































































































































































(Shaw-Smith et al., 2004) 50 7 (14) X X  X X  X X 
(Schoumans et al., 2005) 41 4 (9,8) X X X X X   X 
(Aradhya et al., 2007) 20 6 (30) X X   X X  X 
(Thuresson et al., 2007) 48 3 (6,3) X  X  X   X 
Total 159 20 (12,5)         
Serie propia 46 4 (8,7) X X X X X X  X 
 
 

































































































































































































(Vissers et al., 2003) 20 2 (10) X X X  X    
(Menten et al., 2006) 140 19 (13,5) X X X  X    
(Miyake et al., 2006) 30 5 (17) X X   X    
(Rosenberg et al., 2006) 81 13 (16) X X  X X X   
(Baris et al., 2007) 234 13 (5,6) X X X   X   
(Pickering et al., 2008) 1101 85 (7,8) X X       
(Hayashi et al., 2011) 349 48 (13,8) X X   X    
Total 1955 185 (9,5)         
Serie propia* 48 6 (12,5) X X X X X X   
 




En cuanto a las publicaciones de arrays de oligonucleótidos, el número de 
series publicadas mediante el array 44k de Agilent es reducido, pero con la 





tamaño muestral y unos criterios de inclusión similares. Aun así, en los 
distintos estudios existen diferencias entre los resultados obtenidos. Si 
hacemos la media de los porcentajes de detección de las distintas series y la 
comparamos con el porcentaje de detección de nuestra serie, encontramos 
una diferencia estadísticamente significativa (Chi-cuadrado=15,73  p-
valor=0,00007) cuando previamente no se descartan las alteraciones 
subteloméricas. Podríamos pensar que dicha diferencia se debe al criterio de 
inclusión de antecedentes familiares, puesto que únicamente nuestra serie 
contempla dicha selección y nuestros resultados indican que casi la mitad de 
los pacientes con alteraciones subteloméricas (40%), son derivados de una 
translocación en equilibrio en un progenitor sano, presentando todos ellos 
antecedentes familiares.  Pero además, existen otros factores que influyen en 
la diferencia de detección de unos estudios a otros, y estos son los criterios 
de interpretación de las CNVs, como el número de sondas alteradas a partir 
del cual se considera una posible alteración, y la clasificación de las CNVs 
en patológicas o polimórficas. Cada estudio sigue unos criterios diferentes a 
la hora de designar qué es una CNV. En el estudio de Fan y colaboradores 
consideran CNVs cuando se encuentran alterados dos o más 
oligonucleótidos consecutivos (Fan et al., 2007), al igual que nosotros. Sin 
embargo, Shen (2007), Manolakos (2010) y Jaillard (2010) consideran 
CNVs a partir de 3 oligos consecutivos alterados, mientras que Siggber 
(2010) considera CNV a partir de 4 sondas consecutivas. En cuanto a la 
clasificación de estas CNVs en patológicas o polimórficas, también 
encontramos bastantes diferencias. Fan (2007) asume que las CNVs menores 
de 300 kb son benignas, descartándolas directamente como posibles CNVs 
patológicas, mientras que Manolakos o Jaillard excluyen automáticamente 
las CNVs descritas en la base de datos de variantes genómicas 
(http://projects.tcag.ca/variation/), sin ninguna revisión de los genes 
incluidos en ellas (Jaillard et al., 2010; Manolakos et al., 2010). Siggber 
(2010) considera CNVs polimórficas el 60% de las alteraciones detectadas 
por estar descritas previamente como polimórficas en las bases de datos o ser 
heredadas de un progenitor sano. Y Shen (2007) considera CNVs 
polimórficas nueve alteraciones detectadas menores de 50-200 kb por no 
presentar relación con la patología del paciente. En nuestro caso, el alto 
porcentaje de detección obtenido se puede explicar en parte por haber tenido 
en consideración todas las alteraciones encontradas que afectan dos 
oligonucleótidos consecutivos, y por el hecho de haber revisado en 
profundidad cada variante teniendo en cuenta los genes afectados y, la 
posible relación de estos con la clínica del paciente, a diferencia de otros 
trabajos en los que se han clasificado las variantes como polimórficas o 
benignas exclusivamente por su tamaño.    
 




Tabla 28: Relación de series publicadas para la detección de reordenamientos en 
todo el genoma en  pacientes con discapacidad intelectual mediante array basado en 
oligonucleótidos 44K. 

































































































































































































(Aradhya et al., 2007) 20 7 (35) X X X  X X  X 
(Manolakos et al., 2010) 82 3 (3,6) X X X     X 
(Jaillard et al., 2010) 132 19 (14,4) X X X X X  X X 
Total 234 29 (12,4)         
Serie propia 178 27 (15,1) X X X X X X  X 
Chi-cuadrado =  0,66    P-valor= 0,415 
 
 
































































































































































































(Fan et al., 2007) 100 15 (15) X X X  X X X  
(Shen et al., 2007) 211 16 (7,6) X X X      
(Siggberg et al., 2010) 150 28 (18,6) X X X      
Total 461 59 (12,8)         
Serie propia  202* 51 (25,2) X X X X X    
Chi-cuadrado =  15,73                 P-valor= 0,00007 
*valor obtenido del análisis de toda la serie mediante CGH-array, aunque en 24 







5. DISTRIBUCIÓN DE LAS VARIANTES POR CROMOSOMA 
Y PACIENTE  
 
Se observa que el 21,9% de los reordenamientos patológicos se encuentran 
en los cromosomas 16 y X, y un 15,4% en los cromosomas 1 y 2. El 62,5% 
restante se encuentra distribuido por todos los demás cromosomas a 
excepción del cromosoma 18 y el cromosoma Y, en los que no hemos 
encontrado en nuestra serie ninguna variante patológica (tabla 29).  
 
Cuando comparamos el número de reordenamientos patológicos por 
cromosoma con respecto al tamaño de cada uno de ellos en una regresión 
lineal (figura 75), podemos apreciar un buen ajuste, es decir, que los 
reordenamientos patológicos en general se distribuyen de forma aleatoria por 
todo el genoma. En consecuencia, los cromosomas de mayor tamaño como 
el 1 y el 2 acumulan mayor número de alteraciones. Unicamente los 
cromosomas 16 y X quedan fuera del intervalo de confianza del 95%. Es 
decir, no se ajustan a la regresión, probablemente por ser los que contienen 
mayor número de alteraciones con penetrancia incompleta, facilitando la 
presencia de portadores sanos en la población. 
Excluyendo estos dos cromosomas del análisis de la regresión (figura 76), 
podemos apreciar que el ajuste es mucho mayor (el R
2
 pasa de 0,22 a 0,48) y 
vemos cómo el cromosoma 22, queda igualmente fuera del rango esperado.  
Asi pues, el número de CNVs patológicas por cromosoma depende 
básicamente de su tamaño, salvo en los cromosomas 16, 22 y X. Estas 
excepciones pudieran estar relacionadas con la frecuencia de portadores 
asintomáticos y/o con la presencia de duplicaciones segmentarias con una 






Tabla 29: Relación del número de alteraciones no polimórficas detectadas en cada 


























Figura 75: Regresión del número de alteraciones patológicas detectadas frente al 








1 5 249,25 
2 5 243,2 
3 3 198,02 
4 3 191,2 
5 3 180,9 
6 3 171,1 
7 1 159,2 
8 4 146,3 
9 3 141,2 
10 1 135,5 
11 2 135,0 
12 2 133,8 
13 3 115,2 
14 2 107,3 
15 2 102,5 
16 7 90,3 
17 1 81,2 
18 0 78,1 
19 1 59,1 
20 1 63,0 
21 1 48,1 
22 4 51,3 
X 7 155,3 
Y 0 59,4 
Regresión lineal con 
Intervalo de predicción 
individual al 95,00% 







































NºAlteracion = 0,64 + 
0,0157 * Tamaño (Mb) 


















Figura 76: Regresión del número de alteraciones patológicas detectadas fente al 
tamaño del cromosoma, excluyendo los dos cromosomas con acúmulo de 
alteraciones patológicas de penetrancia incompleta (cromosoma 16 y X). 
 
 
Por otra parte, al analizar el número de CNVs, tanto patológicas como 
polimórficas, detectadas en cada paciente (tabla 12, Resultados), observamos 
que existe un buen ajuste con el número esperado asumiendo una 
distribución de Poisson (tabla 30). No se aprecia un exceso significativo de 
pacientes con 3 o más CNVs (χ2=0,14; p=0,29), lo que se podría interpretar 
como que las variantes polimórficas, en general, no contribuyen 
significativamente al fenotipo del paciente. Por otra parte, llama la atención 
que entre las variantes de significado incierto, tres de los 13 pacientes que 
las presentan concentran dos variantes diferentes, mientras que un cuarto 
caso presenta además una CNV de penetrancia incompleta. En estos casos se 
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1NºAlteracion = 0,074 
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Tabla 30: Relación del número de CNVs presentes en los pacientes de nuestra serie 













0 99 0.45066 91.03 
1 63 0.359194 72.56 
2 27 0.143144 28.92 
3 11 0.03803 7.68 
4 0 0.007578 1.53 
5 1 0.001208 0.24 
6 1 0.00016 0.03 
0 99 0.45066 91.03 






6. DE LA INVESTIGACIÓN A LA PRÁCTICA CLÍNICA 
Basándonos en los resultados obtenidos en nuestra serie de 202 pacientes, la 
técnica que nos permite identificar mayor número de variantes de dosis 
patológicas y diagnosticar la causa de un mayor número de pacientes con DI 
es la CGH-array basada en oligonucleótidos. 
Cada vez está más extendida la idea de que la CGH-array debería sustituir al 
cariotipo a nivel asistencial para el diagnóstico etiológico de la discapacidad 
intelectual y las anomalías congénitas (Miller et al., 2010). Nosotros estamos 
básicamente convencidos de ello, pero también somos muy conscientes de la 
incertidumbre que existe alrededor de muchas regiones del genoma, por lo 
que la aplicación de estas técnicas, sobre todo su interpretación, no se puede 
hacer de forma indiscriminada, sin una preparación y experiencia 
consolidada. 
El principal problema de utilizar dicha técnica para el diagnóstico clínico 
asistencial es la correcta interpretación de las CNVs detectadas. Aunque la 
información disponible en las bases de datos es cada vez más completa y 
detallada, todavía existen muchas regiones cuya interpretación es 
controvertida o desconicida. 
A modo de ejemplo, la duplicación de 1,4 Mb en Xp22.31, que nosotros y 
otros autores (Baris et al., 2007) hemos considerado esta alteración como 
CNV polimórfica, puesto que se encuentra descrita en población general, es 
heredada de progenitores sanos y no se ha encontrado una relación entre los 
genes incluidos en dicha variante y la patología de la paciente, otros autores 
la consideran patológica (Wagenstaller et al., 2007) por presentarse con 
mayor frecuencia en población con DI con comportamientos autistas. 
Aunque dicha frecuencia no ha podido ser confirmada en otros trabajos 
(Feng et al., 2010). 
 
Por otra parte, hay autores que descartan directamente todas las CNVs 
menores de 300 kb por considerarlas benignas. Pero este argumento hace 
que perdamos sensibilidad, pues alteraciones menores de 300 kb pueden 
contener genes patológicos como en el caso de nuestros pacientes CGM1330 
y CGM2040 que presentan una duplicación menor de 300 kb que contiene el 
gen MECP2 responsable del Síndrome de Rett, o el caso CGM165 que 
presenta una deleción en 22qter afectando al gen SHANK3. Al menos el 12% 
de los reordenamientos patológicos detectados en nuestra serie (6/51) 
presentan un tamaño menor o igual a 300 kb.  
 
El conocimiento exacto de los genes que están delecionados o duplicados 
nos acerca a la base del problema, siendo un primer paso para plantear 
medidas terapéuticas o preventivas para algunos de los síntomas asociados.  
Por ello, para obtener un buen diagnóstico, debemos analizar cada CNV 




descritos, recopilando toda la información de los genes incluidos en la región 
(función biológica, patrón de expresión, etc...), analizando todos los 
elementos genómicos existentes en dicha región, realizando una revisión 
bibliografía. Toda la información recogida se debe analizar en relación a las 
características clínicas de los pacientes, intentando establecer relaciones 
fenotipo-genotipo. 
 
Por último, hay que tener siempre presente que el estudio de variantes en 
número de copias en todo el genoma cuenta con pocos años de historia, y 
que la interpretación biológica y por tanto la repercusión clínica de algunas 
variantes puede cambiar con el tiempo, como consecuencia de nuevos 













































































































































1. No existen criterios únicos con validez universal para establecer el 
carácter patológico o polimórfico de las variantes de número de 
copias (CNVs) que se detectan en los estudios a nivel genómico. No 
todas las variantes de novo son patológicas ni todas las heredadas 
son inocuas. El tamaño no es un criterio válido para clasificar estas 
variantes, si no se tienen en cuenta los genes afectados.  
 
2. Es necesario revisar de forma crítica los datos contenidos en las 
bases de datos, sobre todo en lo relativo a las CNVs benignas 
descritas en población general. 
  
3. La interpretación de la repercusión clínica de las CNVs es, hoy por 
hoy, muy dinámica. Esto se debe tener en cuenta a la hora de 
informar los resultados a la familia, recordando que dicha 
interpretación está sujeta al conocimiento disponible en cada 
momento.  
 
4. La técnica MLPA es la técnica más indicada para el rastreo de 
reordenamientos subteloméricos de forma rápida, económica y 
sencilla, llegando a establecer un diagnóstico etiológico en hasta un 
10% de los pacientes con discapacidad intelectual sindrómica. Esto 
supone cerca del 40% de los reordenamientos genómicos asociados a 
DI.  
 
5. La técnica de FISH es la única de las empleadas en este estudio, que 
permite detectar reordenamientos genómicos equilibrados, siendo 
dicha técnica necesaria para realizar estudios complementarios a los 
familiares y ofrecerles un asesoramiento genético adecuado.  
 
6. Las duplicaciones y deleciones aparentemente de novo presentan un 
riesgo de recurrencia para los progenitores similar al de la 
población general. Sin embargo, se debe tener en cuenta la 
posibilidad de que exista una translocación insercional equilibrada 
en un progenitor sano, en cuyo caso el riesgo de recurrencia teórico 
es del 50%. Por ello, para ofrecer un asesoramiento genético 
adecuado sería recomendable caracterizar mediante técnicas de 
FISH con sondas específicas de locus, las duplicaciones y deleciones 
detectadas en los pacientes para detectar posibles translocaciones 





7. La técnica de CGH-array es la más apropiada para la detección de 
reordenamientos genómicos desequilibrados en todo el genoma, 
siendo el array basado en oligonucleótidos el más sensible y 
específico de los empleados en este trabajo. Mediante esta técnica 
podemos llegar a identificar la causa de al menos el 25% de los 
pacientes con discapacidad intelectual asociada a anomalías 
congénitas. 
 
8. La aplicación de criterios de análisis menos restrictivos, tales como 
considerar CNVs con 2 o más sondas, o valorar la presencia de 
mosaicismos, permite aumentar la sensibilidad del array de forma 
significativa. Aunque también disminuye la especificidad, siendo 
más compleja la interpretación de los resultados. 
 
9. Las CNVs se encuentran uniformemente distribuidas a lo largo de 
todo el genoma, existiendo una relación directa entre el tamaño del 
cromosoma y el número de CNVs patológicas. Como excepción, los 
cromosomas 16, 22 y X presentan un mayor número de alteraciones 
patológicas de las que cabria esperar por su tamaño. Estas 
excepciones podrían estar relacionadas con la elevada frecuencia de 
portadores asintomáticos y/o con la presencia de duplicaciones 
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Chr. position Gene detected 
SALSA MLPA 
probe 
MapView build 34 position 
64-70-76-82  DQ Control probes*   
94  Synthetic Control probe  Chr. 2q14 
     
139 Chr. 1p22 F3 1110-L0172 01-094.5 
148 Chr. 2q14 IL1RN 1111-L0097 02-114.0 
157 Chr. 3q12 CPO 1112-L0549 03-099.6           
166 Chr. 4q25 CASP6 1113-l0154 04-111.1 
175 Chr. 5q12 CCMB1 1114-L0383 05-068.5 
184 Chr. 6p21 KIAA0170 0589-l0157 06-030.7 
193 Chr. 7q21 ABCB1 1115-L0005 07-086.8 
202 Chr. 8q21 TPD52 1116-L0620 08-081.1 
211 Chr. 9q21 PCSK5 1344-L0555 09-074.1 
220 Chr. 10q22 VCL 1119-L0559 10-075.2 
229 Chr. 11q13 RELA 1120-L0060 11-065.2 
238 Chr. Xq11 AR 1271-L0423 X-065.7 
247 Chr. 1p-ter FLJ10782 1122-L0680 01-002.3        =PANK 
256 Chr. 2p-ter ACP1 1351-L0892 02-000.26 
265 Chr. 3p-ter CHL1 1124-L0682 03-000.32 
274 Chr. 4p-ter GAK 1125-L0683 04-000.88 
283 Chr. 5p-ter CRR9p 1126-L0684 05-001.38 
292 Chr. 6p-ter MKPX 2272-L1651 06-000.27      =DUSP22 
301 Chr. 7p-ter CENTA1 1128-L0686 07-000.71 
310 Chr. 8p-ter FBXO25 1560-L0973 08-000.38 
319 Chr. 9p-ter FLJ00026 1130-L0688 09-000.41 
328 Chr. 10p-ter ADAR3 1131-L0689 10-000.45      =ADARB2 
337 Chr. 11p-ter HRAS 0442-L0380 11-000.52 
346 Chr. Xp-ter CSF2RA (PAR1) 1170-L0710 ? (X + Y <2 Mb from telomere) 
355 Chr. 1q-ter DKFZp434c091 1273-L0822 
01-244.9 (1.1 Mb from 
telomere)=BIA2 
364 Chr. 2q-ter GPC1 1134-L0692 02-241.7 (1.7 Mb from telomere) 
373 Chr. 3q-ter KIAA0226 1135-L0693 03-198.8 (0.5 Mb from telomere) 
382 Chr. 4q-ter KLKB1 1136-L0694 04-187.9 (3.8 Mb from telomere) 
391 Chr. 5q-ter FLT4 1137-L0695 05-180.2 (0.8 Mb from telomere) 
400 Chr. 6q-ter TBP 1138-L0696 06-170.7 (0.2 Mb from telomere) 
409 Chr. 7q-ter KIAA0010 1139-L0697 07-156.4 (2.1 Mb from telomere) 
418 Chr. 8q-ter RECQL4 1140-L0610 08-145.7 (0.5 Mb from telomere) 
427 Chr. 9q-ter TRAF2 1141-L0698 09-135.2 (1.2 Mb from telomere) 
436 Chr. 10q-ter ECHS1 1142-L0699 10-134.7 (0.3 Mb from telomere) 
445 Chr. 11q-ter KIAA1030 1143-L0700 11-133.3 (1.2 Mb from telomere) 








Chr. position Gene detected 
SALSA MLPA 
probe 
MapView build 34 position 
64-70-76-82  DQ Control probes*   
94  Synthetic Control probe  Chr. 2q14 
     
139 Chr. 12q14 IFNG 1061-L0727 12-066.8 
148 Chr. 13q14 DLEU1 1062-L0639 13-048.5 
157 Chr. 14q13 NFKBIA 1063-L0061 14-033.8 
166 Chr. 15q21 B2M 1064-L0340 15-042.7 
175 Chr. 16q12 RBL2 1993-L0754 16-053.3 
184 Chr. 17p21 BRCA1 0767-L0272 17-041.6 
193 Chr. 18q21 PMAIP1 1066-L0326 18-055.7 
202 Chr. 19q13 KLK3 1067-L0620 19-056.1 
211 Chr. 20q22 BCL2L1 1068-L0108 20-031.0 
220 Chr. 21q21 APP 1069-L0729 21-026.3 
229 Chr. 22q11 MIF 1070-L0099 22-022.6 
238 Chr. Yq11 UTY 1071-L0464 Y-014.5 
247 Chr. 12p-ter RBBP2 1346-L0890 12-000.32 
256 Chr. 13p-ter ZNF198 1343-L0635 13-018.4 
265 Chr. 14p-ter ADPRTL2 1076-L0732 14-018.8 
274 Chr. 15p-ter MAGEL2 1077-L0650 15-021.4 
283 Chr. 16p-ter DECR2 1078-L0648 16-000.40 
292 Chr. 17p-ter GEMIN4 1079-L0646 17-000.64 
301 Chr. 18p-ter TYMS 0811-L0329 18-000.66 
310 Chr. 19p-ter PPAP2C 1080-L0643 19-000.24 
319 Chr. 20p-ter FLJ22115 1081-L0641 20-000.27 =C20ORF99 
328 Chr. 21p-ter STCH 1072-L0334 21-014.7 
337 Chr. 22p-ter IL17R 1082-L0660 22-016.0 
346 Chr. Yp-ter SRY 1191-L0592 Y –002.3 
355 Chr. 12q-ter CHFR 1083-L0733 12-131.7 (0.3 Mb from telomere) 
364 Chr. 13q-ter CDC16 1194-L0753 13-112.9 (0.1 Mb from telomere) 
373 Chr. 14q-ter JAG2 1085-L0653 14-103.6 (1.7 Mb from telomere) 
382 Chr. 15q-ter BLP2/FLJ22604 1086-L0651 15-099.9 (0.4 Mb from telomere) 
391 Chr. 16q-ter GAS11/ GAS8 1087-L0734 16-089.8 (0.2 Mb from telomere) 
400 Chr. 17q-ter SECTM1 1088-L0647 17-081.0 (0.7 Mb from telomere) 
409 Chr. 18q-ter CTDP1 1196-L0751 18-075.6 (0.5 Mb from telomere) 
418 Chr. 19q-ter BC-2 1195-L0752 19-063.7 (0.1 Mb from telomere) 
427 Chr. 20q-ter URKL1/FLJ20517 1091-L0642 20-063.3 (0.4 Mb from telomere) 
436 Chr. 21q-ter HRMT1l1 1092-L0658 21-046.9 (0.08 Mb from telomere) 
445 Chr. 22q-ter ARSA 1093-L0661 22-049.2 (0.18 Mb from telomere) 












MapView build 35 
position 
64-70-76-82  DQ Control probes*   
94 Chr. 2q14 Synthetic Control probe   
106 Chr. Yq11 UTY NPK001-L0464  
118 Chr. Yq11 DBY (DDX3Y) NPK003-L0313  
 
130 1q KIAA1720 4084-L3605 01-245.3 
137 2q APG4B 2781-L3168 02-242.9 
144 3q KIAA0226 2690-L2842 03-198.8 
151 4q FRG1 2691-L2843 04-191.6 
158 5q GNB2L1 2790-L2232 05-180.8 
165 6q TBP 2694-L2844 06-170.7 
172 7q VIPR2 2793-L3167 07-158.1 
179 8q RECQL4 2695-L0610 08-145.7 
186 9q EU-HMTase1 2792-L2846 09-135.9 
194 10q ECHS1 2696-L2847 10-134.7 
202 11q KIAA1030 2697-L2848 11-133.3 
210 12q ZNF10 2686-L2849 12-132.0 
218 13q CDC16 2698-L0753 13-112.9 
226 14q MTA1 2699-L2850 14-103.9 
234 15q FLJ22604 2701-L2851 15-099.9 
242 16q GAS11 2702-L0734 16-089.8 
250 17q SECTM1 2703-L3169 17-081.0 
258* 18q CTDP1 2704-L3607 18-075.6 
266 19q BC-2 2705-L2853 19-063.7 
274 20q FLJ20517 2706-L0642 20-063.3 
282 21q S100B 2587-L2854 21-046.9 
290 22q ARSA 2707-L0661 22-049.2 
298 Xq (PAR2) SYBL1 2708-L2855   X-153.6 
306 1p TNFRSF18 2270-L1762 01-001.0 
314 2p ACP1 2709-L2856 02-000.3 
322 3p CHL1 2896-L2363 03-000.3 
330 4p ZNF141 2779-L2221 04-000.3 
338 5p LOC133957 2791-L2233 05-000.3 
346 6p IRF4 4077-L3462 06-000.3 
354 7p UNC84A 2780-L2857 07-000.6 
362 8p FBXO25 2715-L0973 08-000.4 
370 9p FLJ00026 2716-L0688 09-000.4 
378** 10p BS69 5180-L2227 10-000.2 
386 11p BET1L 2784-L2226 11-000.2 
394 12p RBBP2 2787-L2229 12-000.3 
402 “13p” PSPC1 2717-L3608 13-018.0 
410 “14p” ADPRTL2 2718-L0732 14-018.8 
418 “15p” NDN 4026-L1542 15-021.5  
426 16p DECR2 2720-L0648 16-000.4 
434 17p RPH3AL 4081-L3465 17-000.2 
442 18p THOC1 2789-L2231 18-000.2 
450 19p PPAP2C 3501-L2880 19-000.2 
458 20p FLJ22115 2723-L0641 20-000.3 
466 “21p” STCH 2724-L0334 21-014.7 
474 “22p” IL17R 2725-L0660 22-016.0 












MapView build 34 position 
64-70-76-82  DQ Control probes*   
94 Chr. 2q14 Synthetic Control probe   
106 Chr. Yq11 UTY NPK001-L0464  
118 Chr. Yq11 DBY (DDX3Y) NPK003-L0313  
     
130 Chr. 1p CAB45 2271-L1763 01-001.06 ( = 1.06 Mb from ter) 
137 Chr. 2p ACP1 2274-L1765 02-000.24 
144 Chr. 3p CHL1 1721-L1329 03-000.30 
151 Chr. 4p FLJ20265 2005-L2047 04-000.45 
158 Chr. 5p PDCD6 1723-L1327 05-000.29 
165 Chr. 6p IRF4 1724-L2048 06-000.32 
172 Chr. 7p CENTA1 2275-L2049 07-000.97 
179 Chr. 8p FBXO25 2397-L1845 08-000.31 
186 Chr. 9p DMRT1 1727-L2050 09-000.74 
194 Chr. 10p KIAA0934 2277-L1768 10-000.12 
202 Chr. 11p MUC2 2206-L1653 11-001.06 
210 Chr. 12p SLC6A12 2276-L1767 12-000.15 
218 Chr. “13p” PSPC1 2399-L1847 13-018.97(Acrocentric) 
226 Chr. “14p” HEI10 1732-L1318 14-018.75 (Acrocentric) 
234 Chr. “15p” CYFIP1 1733-L1317 15-020.36 (Acrocentric) 
242 Chr. 16p POLR3K 1734-L1316 16-000.03 
250 Chr. 17p RPH3AL 1735-L1315 17-000.20 
258 Chr. 18p USP14 1736-L2051 18-000.11 
266 Chr. 19p CDC34 1737-L1313 19-000.47 
274 Chr. 20p SOX12 2396-L1844 20-000.30 
282 Chr. “21p” RBM11 1739-L1311 21-014.50 (Acrocentric) 
290 Chr. “22p” BID 1740-L1310 22-016.56 (Acrocentric) 
298 Chr. X/Yp SHOX 1148-L1331 X/Y-000.50 (PAR region) 
306 Chr. 1q KIAA1720 2392-L2149 01-245.93 (0.1 Mb from telomere) 
314 Chr. 2q CAPN10 1742-L01308 02-241.18 (1.6 Mb from telomere) 
322 Chr. 3q BDH 2013-L2052 03-198.53 (0.8 Mb from telomere) 
330 Chr. 4q FAT 1744-L1306 04-188.10 (3.6 Mb from telomere) 
338 Chr. 5q MGC16175(TRIM52) 1745-L1305 05-180.80 (0.2 Mb from telomere) 
346 Chr. 6q PSMB1 1746-L1304 06-170.71 (0.2 Mb from telomere) 
354 Chr. 7q VIPR2 1747-L1303 07-158.15 (0.3 Mb from telomere) 
362 Chr. 8q KIAA0150 1748-L1302 08-144.55 (1.7 Mb from telomere) 
370 Chr. 9q MRPL41 1749-L1301 09-135.55 (0.7 Mb from telomere) 
378  Chr. 10q CYP2E1 2394-L1842 10-134.82 (0.2 Mb from telomere) 
386 Chr. 11q KIAA0056 1751-L1299 11-133.51 (1.0 Mb from telomere) 
394 Chr. 12q KIAA1545 1752-L1298 12-? (<1 Mb from telomere) 
402 Chr. 13q F7 1753-L1297 13-111.70 (1.3 Mb from telomere) 
410 Chr. 14q KIAA0284 1754-L1296 14-103.28 (2.1 Mb from telomere) 
418 Chr. 15q ALDH1A3 1755-L1295 15-099.13 (1.2 Mb from telomere) 
426 Chr. 16q TUBB4 1756-L1294 16-089.72 (0.3 Mb from telomere) 
434 Chr. 17q TBCD 1757-L1293 17-081.24 (0.4 Mb from telomere) 
442 Chr. 18q FLJ21172 1758-L1292 18-075.88 (0.2 Mb from telomere) 
450  Chr. 19q 
LOC125905(Hs.4674
04) 
1759-L1291 19-063.63 (0.2 Mb from telomere) 
458 Chr. 20q EEF1A2 1760-L1290 20-062.85 (0.8 Mb from telomere) 
466 Chr. 21q S100B 1761-L0332 21-046.87 (0.1 Mb from telomere) 
474  Chr. 22q RABL2B 1762-L1289 22-049.33 (0.1 Mb from telomere) 
482 Chr. X/Yq SYBL1 1763-L2150 





SALSA MLPA P036B Human telomere probemix 








MapView build 35 position 
64-70-76-82  DQ Control probes*   
94 Chr. 2q14 Synthetic Control probe   
     
106 Chr. Yq11 UTY NPK001-L0464 Y-013.9 
118 Chr. Yq11 DBY (DDX3Y) NPK003-L0313 Y-013.4 
130 1p CAB45 2271-L1763 01-001.20 ( = 1.20 Mb from ter) 
137 2p ACP1** 2274-L1765 02-000.26 
144 3p CHL1 1721-L1329 03-000.32 
151 4p FLJ20265 2005-L2047 04-000.5 
158 5p PDCD6 1723-L1327 05-000.35 
165 6p IRF4 1724-L2048 06-000.34 
172 7p CENTA1 2275-L2049 07-000.74 
179 8p FBXO25 2397-L1845 08-000.35 
186 9p DMRT1 1727-L2050 09-000.9 
194 10p KIAA0934 2277-L1768 10-000.5 
202 11p RIC-8**I* 3315-L2733 11-000.2 
210 12p SLC6A12 2276-L1767 12-000.18 
218 “13p” PSPC1 2399-L1847 13-019.2 (Acrocentric) 
226 “14p” HEI10 1732-L1318 14-019.9 (Acrocentric) 
234 “15p” CYFIP1 1733-L1317 15-020.5 (Acrocentric) 
242 16p POLR3K 1734-L1316 16-000.04 
250 17p RPH3AL 1735-L1315 17-000.20 
258 18p USP14 1736-L2051 18-000.17 
266 19p CDC34 1737-L1313 19-000.48 
274 20p SOX12 2396-L1844 20-000.25 
282 “21p” RBM11 1739-L1311 21-014.50 (Acrocentric) 
290 “22p” BID 1740-L1310 22-016.61 (Acrocentric) 
298 X/Yp SHOX 1148-L1331 X/Y-000.57 (PAR region) 
306 1q KIAA1720 2392-L2149 01-245.32 (0.1 Mb from telomere) 
314 2q CAPN10 1742-L01308 02-241.26 (1.6 Mb from telomere) 
322 3q BDH 2013-L2052 03-198.76 (1.7 Mb from telomere) 
330 4q FRG1*** 2582-L2055 04-191.24 (0.2 Mb from telomere) 
338 5q GNB2L1*** 3319-L2737 05-180.60 (0.2 Mb from telomere) 
346 6q PSMB1 1746-L1304 06-170.76 (0.5 Mb from telomere) 
354 7q VIPR2 1747-L1303 07-158.36 (0.3 Mb from telomere) 
362 8q KIAA0150 1748-L1302 08-144.64 (1.6 Mb from telomere) 
370 9q MRPL41 1749-L1301 09-137.72 (0.7 Mb from telomere) 
378  10q PAO*** 2554-L2018 10-135.8 (0.2 Mb from telomere) 
386 11q KIAA0056 1751-L1299 11-133.57(1.2 Mb from telomere) 
394 12q ZNF10*** 2687-L2154 12-132.33 (0.2 Mb from telomere) 
402 13q F7 1753-L1297 13-112.81 (1.3 Mb from telomere) 
410 14q MTA1*** 2778-L2201 14-104.99 (1.3 Mb from telomere) 
418 15q ALDH1A3 1755-L1295 15-099.26 (1.0 Mb from telomere) 
426 16q GAS11 / GAS8 3201-L2669 16-088.62 (0.2 Mb from telomere) 
434 17q TBCD 1757-L1293 17-078.4 (0.5 Mb from telomere) 
442 18q FLJ21172 1758-L1292 18-075.9 (0.2 Mb from telomere) 
450  19q BC-2*** 3226-L2938 19-063.75 (0.9 Mb from telomere) 
458 20q OPRL1 2688-L2884 20-062.19 (0.2 Mb from telomere) 
466 21q HMT1*** 2586-L2059 21-046.9 (0.1 Mb from telomere) 
474  22q RABL2B 1762-L1289 22-049.5 (0.1 Mb from telomere) 
482 X/Yq SYBL1 1763-L2150 












MapView build 36 position 
64-70-76-82 Q-fragments: DNA quantity; only visible with less than 100 ng sample DNA 
88-92-96 D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation 
100 X-fragment: Specific for the X chromosome (NEW) 
105 Y-fragment: Specific for the Y chromosome (NEW) 
118 Y-fragment: Specific for the Y chromosome 
130*‡ 1p SCNN1D 6778-L08760 
01-001.21 ( = 1.21 Mb from 
telomere) 
137 ¥ 2p ACP1 2274-L08758 02-000.25 
144 3p CHL1 1721-L01329 03-000.34 
151 4p FLJ20265 2005-L02047 04-000.50 
158 5p PDCD6 1723-L01327 05-000.37 
165 6p IRF4 1724-L02048 06-000.34 
172 7p CENTA1 2275-L02049 07-000.93 
179 8p FBXO25 2397-L01845 08-000.40 
186 9p DMRT1 1727-L02050 09-000.84 
194 10p KIAA0934 2277-L01768 10-000.48 
202 11p RIC-8 3315-L02733 11-000.20 
208 12p SLC6A12 2276-L01767 12-000.17 
218 “13p” PSPC1 2399-L01847 13-019.24 (Acrocentric) 
226 “14p” HEI10 1732-L01318 14-019.86 (Acrocentric) 
234* “15p” MKRN3 7291-L08858 15-021.36 (Acrocentric) 
242 16p POLR3K 1734-L01316 16-000.04 
250 17p RPH3AL 1735-L01315 17-000.17 
258 18p USP14 1736-L02051 18-000.19 
266 19p CDC34 1737-L01313 19-000.49 
274 20p SOX12 2396-L01844 20-000.26 
282 “21p” RBM11 1739-L01311 21-014.51 (Acrocentric) 
290 “22p” BID 1740-L01310 22-016.61 (Acrocentric) 
298 X/Yp SHOX 1148-L01331 X/Y-000.52 (PAR region) 
306 1q KIAA1720 2392-L02149 01-247.08 (0.2 Mb from telomere) 
314 2q CAPN10 1742-L01308 02-241.18 (1.6 Mb from telomere) 
322 3q BDH 2013-L02052 03-198.76 (0.7 Mb from telomere) 
330*† 4q FRG1 7046-L06655 04-191.10 (0.2 Mb from telomere) 
338 5q GNB2L1 3319-L02737 05-180.60 (0.2 Mb from telomere) 
346 6q PSMB1 1746-L01304 06-170.69 (0.5 Mb from telomere) 
354 7q VIPR2 1747-L01303 07-158.60 (0.3 Mb from telomere) 
362 8q KIAA0150 1748-L01302 08-144.69 (1.6 Mb from telomere) 
370* 9q EHMT1 8205-L08170 09-139.83 (0.2 Mb from telomere) 
378 ¥ 10q PAO 9142-L09953 10-135.05 (0.2 Mb from telomere) 
386 11q KIAA0056 1751-L01299 11-133.60 (1.2 Mb from telomere) 
394 12q ZNF10 2687-L02154 12-132.24 (0.2 Mb from telomere) 
402 13q F7 1753-L01297 13-112.82 (1.3 Mb from telomere) 
410 14q MTA1 2778-L02201 14-105.00 (1.3 Mb from telomere) 
418 15q ALDH1A3 1755-L01295 15-099.26 (1.0 Mb from telomere) 
426 16q GAS11 / GAS8 3201-L02669 16-088.63 (0.2 Mb from telomere) 
434 17q TBCD 1757-L01293 17-078.45 (0.5 Mb from telomere) 
442 18q FLJ21172 1758-L01292 18-075.90 (0.2 Mb from telomere) 
450 ¥ 19q BC-2 9143-L10626 19-063.75 (0.9 Mb from telomere) 
458 20q OPRL1 2688-L02884 20-062.19 (0.2 Mb from telomere) 
466 21q HMT1 2586-L02059 21-046.89 (0.1 Mb from telomere) 
474 ¥ 22q RABL2B 1762-L08761 22-049.55 (0.1 Mb from telomere) 
482 X/Yq SYBL1 1763-L02150 





SALSA MLPA P064-B2 MR1 probemix  
Description version 17; 10-09-2009 
 
* New in P064-B2 from lot 0208 onwards. 














Q-fragments: DNA quantity; only visible with less than 100 ng sample DNA 
88-92-96 D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation 
130 2269-L01761 TNFRSF4 1p36.33 1p subtelomeric region 
136 6778-  L06730 SCNN1D 1p36.33 1p subtelomeric region 
142** 2589-L11228  NSD1 5q35.3 Sotos syndrome 
148 1472-L00946 TRPV1 17p13.3 Miller-Dieker region 
154 5465-L06731 ARVCF 22q11.21 Digeorge region 
160 4620-L00863 UBE3A 15q12 Prader-Willi region 
166 1448-L00932 TACI (=TNFRSF13B) 17p11.2 Smith-Magenis syndrome 
172 2020-L01539 MKRN3 15q11.2 Prader-Willi region 
178** 2890-L07968 GNB1 1p36.33 1p subtelomeric region 
184 1435-L00945 HIC1 17p13.3 Miller-Dieker region 
190 5462-L05809 CLTCL1 22q11.21 Digeorge region 
196 1218-L06270 CLDN5 22q11.21 Digeorge region 
202 2146-L01642 TWISTNB 7p21.2 Close to TWIST 
211 1303-L00855 NSD1 5q35.3 Sotos syndrome 
220 2024-L01542 NDN 15q11.2 Prader-Willi region 
229 1561-L01133 CYLN2 7q11.23 Williams syndrome region 
238** 1443-L08394 PAFAH1B1 17p13.3 Miller-Dieker region 
247  1122-L00680 FLJ10782 (PANK4) 1p36.33 1p subtelomeric region 
256 1330-L00881 FZD9 7q11.23 Williams syndr. Region 
265**  1325-L07456 ASPA 17p13.3 Canavan disease 
274  1452-L00936 LRRC48 (=DKFZ….) 17p11.2 Smith-Magenis syndrome 
283  1925-L01477 PAFAH1B1 17p13.3 Miller-Dieker region 
292 1332-L00883 STX1A 7q11.23 Williams syndrome region 
301 1453-L00937 LLGL1 17p11.2 Smith-Magenis syndrome 
310 1333-L00876 ELN 7q11.23 Williams syndrome region 
319 1969-L02364 TWIST 7p21.2 Saethre-Chotzen syndrome 
328 1454-L00938 PRPSAP2 17p11.2 Smith-Magenis syndrome 
337 1682-L02331 TP73 1p36 1p subtelomeric region 
346 1697-L02329 JAG1 20p12.2 Alagille syndrome 
355 1455-L00939 MFAP4 17p11.2 Smith-Magenis syndrome 
364 1444-L02367 HIC1 17p13.3 Miller-Dieker region 
373 1235-L00773 SNAP29 22q11.21 Digeorge region 
382 3050-L01762 TNFRSF18 1p36 1p subtelomeric region 
391 1337-L02333 LIMK1 7q11.23 Williams syndrome region 
400* 9669-L00864 UBE3A 15q12 Prader-Willi region 
409 2038-L02330 GABRB3 15q12 Prader-Willi region 
418 1339-L00885 CYLN2 7q11.23 Williams syndrome region 
427** 1924-L08393 METT10D (MGC3329) 17p13.3 Miller-Dieker region 
436 2891-L02359 SKI 1p36 1p subtelomeric region 
445 2594-L02065 NSD1 5q35.3 Sotos syndrome 
454 3069-L05815 FLJ14360 (KLHL22) 22q11.21 Digeorge region 
463 5463-L05808 CDC45L 22q11.21 Digeorge region 













64-70-76-82 Q-fragments: DNA quantity; only visible with less than 100 ng sample DNA 
88-92-96 D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation 
100 X-fragment: Specific for the X chromosome (new from lot 1008 onwards) 
105 Y-fragment: Specific for the Y chromosome (new from lot 1008 onwards) 
118 Y-fragment: Specific for the Y chromosome 
130 TNFRSF4 Probe 2269–L01761 1p36.33 1p36 deletion syndrome 
136 GATA3 Probe 7632–L07317 10p DiGeorge region 2 (10p) 
142 PAFAH1B1 Probe 4120–L03532 17p13.3 Miller-Dieker region 
148 MECP2 Probe 9310–L09999 Xq28 MECP2 / Xq28 duplication 
153 NSD1 Probe 2595–L08077 5q35.3 Sotos syndrome 
160 UBE3A Probe 4620–L00863 15q12 Prader-Willi / Angelman 
166 GABRD Probe 4690–L07966 1p36.33 1p36 deletion syndrome 
172 CREBBP Probe 3087–L02487 16p13.3 Rubinstein-Taybi syndrome 
178 GNB1 Probe 2890–L07968 1p36.33 1p36 deletion syndrome 
184 MECP2 Probe 9311–L10002 Xq28 MECP2 / Xq28 duplication 
190 * SEMA7A Probe 8380–L10003 15q24.1 “15q24 deletion syndrome” 
196 CLDN5 Probe 1218–L06270 22q11.21 DiGeorge syndrome 
202 MECP2 Probe 3409–L02797 Xq28 MECP2 / Xq28 duplication 
208 GP1BB Probe 5464–L10114 22q11.21 DiGeorge syndrome 
214 NDN Probe 6282–L01542 15q11.2 Prader-Willi / Angelman 
220 PAX6 Probe 3253–L02690 11p13 Wagr syndrome 
226 MAPT Probe 7856–L08385 17q21.31 “17q21 microdeletion” 
232 LETM1 Probe 4190–L05920 4p16.3 Wolf-Hirschhorn region 
238 PAFAH1B1 Probe 1443–L08394 17p13.3 Miller-Dieker region 
246 SNRPN Probe 2026–L10004 15q12 Prader-Willi / Angelman 
254 † SHANK3 Probe 10181-L11409 22q13.33 22q13 / Phelan-Mcdermid 
260 NF1 Probe 3778–L11180 17q11.2 NF1 microdeletion syndrome 
267 FANCL Probe 8386–L11411 2p16.1 “2p16.1 deletion syndrome” 
274 LRRC48 Probe 1452–L00936 17p11.2 Smith-Magenis syndrome 
283 ± CRR9 Probe 1126–L00684 5p15.3 Cri du Chat syndrome 
292 SNRPN Probe 1318–L07970 15q12 Prader-Willi / Angelman 
297 DMD Probe 1412–L01059 Xp21.2 Chromosome X control probe 
304 LLGL1 Probe 1453–L08499 17p11.2 Smith-Magenis syndrome 
310 ELN Probe 1333–L00876 7q11.23 Williams syndrome 
319 TGFBR1 Probe 4652–L04036 9q22.33 “9q22.3 deletion syndrome” 
326 CYP1A1 Probe 6811–L06406 15q24.1 “15q24 deletion syndrome” 
335 NF1 Probe 2508–L02620 17q11.2 NF1 microdeletion syndrome 
341 MAPT Probe 7857–L08501 17q21.31 “17q21 microdeletion” 
349 Hs.538604 Probe 1232–L07388 10p15.1 DiGeorge region 2 (10p) 
355 DLG1 Probe 8395–L08249 3q29 “3q29 deletion syndrome” 
364 ELN Probe 1336-L00878 7q11.23 Williams syndrome 
373 SNAP29 Probe 1235–L00773 22q11.21 DiGeorge syndrome 
382† SHANK3 Probe 10182–L11174 22q13.33 22q13 / Phelan-Mcdermid 
391 LIMK1 Probe 1337–L02333 7q11.23 Williams syndrome 
401 TRPS1 Probe 3081–L07411 8q24.12 Langer-Giedion syndrome 
409 TGFBR1 Probe 4653–L10006 9q22.33 “9q22.3 deletion syndrome” 
418 DLG1 Probe 8401–L08255 3q29 “3q29 deletion syndrome” 
427 EIF3S3 Probe 1108–L00679 8q24.11 Langer-Giedion syndrome 
436 TERT Probe 3761–L02477 5p15.33 Cri du Chat syndrome 
445 WHSC1 Probe 6058–L05513 4p16.3 Wolf-Hirschhorn region 
454 NSD1 Probe 2600–L02071 5q35.3 Sotos syndrome 
466 † RAI1 Probe 9440-L11412 17p11.2 Smith-Magenis syndrome 
474 CRHR1 Probe 7859-L07620 17q21.31 “17q21 microdeletion” 







* A Spanish lab has reported a deletion of the target sequence of this probe in a healthy individual.  




SALSA MLPA P106-B1 MRX probemix 
Description version 11; 18-07-2009 
 
Length (nt) 
SALSA MLPA probe  
Chromosomal 
position 
64-70-76-82 Q-fragments: DNA quantity; only visible with less than 100 ng sample DNA 
88-92-96 D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation 
100 X-fragment: Specific for the X chromosome 
105 Y-fragment: Specific for the Y chromosome 
118 Y-fragment: Specific for the Y chromosome 
130 * AGTR2 probe 13917-L02320 Xq24 
136 ± GDI1 probe 02916-L04199 Xq28 
142 FMR1 probe 02928-L03720 Xq27.3 
148 ACSL4 probe 02935-L02326 Xq22.3 
154 ± AFF2 probe 03511-L04202 Xq28 
160 ± TSPAN7 probe 02903-L02297 Xp11.4 
166 FMR1 probe 02927-L03721 Xq27.3 
172 ARHGEF6 probe 02901-L02295 Xq26.3 
178 RPS6KA3 probe 02907-L02301 Xp22.12 
184 * HUWE1 probe 13919-L15456 Xp11.22 
190 ¥ ~ ACSL4 probe 02155-L15826 Xq22.3 
196 *± ARX probe 13668-L15819 Xp21.3 
202 ARHGEF6 probe 02902-L04460 Xq26.3 
208 * SLC6A8 probe 01871-L15827 Xq28 
215 ¥ DCX probe 04123-L15828 Xq23 
220 ARX probe 02898-L04200 Xp21.3 
229 * ARX probe 13669-L15822 Xp21.3 
234 ¥ IL1RAPL1 probe 02922-L15821 Xp21.3 
241 ¥ AFF2 probe 03516-L15823 Xq28 
247 ¥ ACSL4 probe 03512-L15824 Xq22.3 
254 * HUWE1 probe 13920-L15825 Xp11.22 
261 ¥ AFF2 probe 02933-L14362 Xq28 
268 ¥ ~ TSPAN7 probe 02904-L15820 Xp11.4 
275 DCX probe 04124-L03481 Xq23 
283 ¥ AFF2 probe 00493-L00066 Xq28 
292 IL1RAPL1 probe 02920-L02314 Xp21.3 
301 SLC6A8 probe 01876-L01445 Xq28 
310 PQBP1 probe 02918-L02878 Xp11.23 
319 ¥ DCX probe 04121-L08390 Xq23 
328 IL1RAPL1 probe 02921-L02315 Xp21.3 
337 AFF2 probe 02932-L02323 Xq28 
346 ARHGEF6 probe 03719-L02293 Xq26.3 
355 AGTR2 probe 02925-L02319 Xq24 
364 RPS6KA3 probe 02906-L02300 Xp22.12 
373 OPHN1 probe 02912-L02306 Xq12 
378 GDI1 probe 02917-L02311 Xq28 
385 PAK3 probe 02908-L03178 Xq22.3 
391 PQBP1 probe 03520-L02313 Xp11.23 
400 PAK3 probe 03521-L02304 Xq22.3 
409 OPHN1 probe 02913-L02307 Xq12 
418 PAK3 probe 02909-L02303 Xq22.3 
427 IL1RAPL1 probe 02923-L02317 Xp21.3 
436 ± OPHN1 probe 02914-L02308 Xq12 
445 ARHGEF6 probe 03720-L02294 Xq26.3 
454± RPS6KA3 probe 03762-L02299 Xp22.12 
472 OPHN1 probe 02915-L02309 Xq12 





* New in version B1 (from lot 0609 onwards). 
¥ Changed in version B1 (from lot 0609 onwards). Small change in length, not in sequence detected.  
± These probes are located within, or close to a very strong CpG island. A low signal of these probes 
indicates that the 
sample DNA denaturation was incomplete, e.g. due to the presence of some salt in the sample DNA. 




































































































































                                      































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































             






































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































                                    
 





















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































           




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































En la parte inferior de las figuras se encuentran representados todos los 
oligonucleótidos del cromosoma afectado junto con el ideograma de dicho 
cromosoma. Podemos observar la disminución o el aumento de dosis de los 
oligonúcleódicos de la región afectada.  
En la parte superior se presenta una ampliación de la región alterada junto 


















































































































































































































































































CGM1353     Cromosoma 1 
I:1 I:2 

























XF1527   Cromosoma 1 
I:1 I:2 
II:1 Posición en el cromosoma Mb 
2 D1S423 2 1 1 
243,61 
 













































CGM2350   Cromosoma 2 
I:1 I:2 






























XF1701     Cromosoma 3 
I:1 I:2 



































































CGM-1526   Cromosoma 5 
I:1 I:2 





























XF1774   Cromosoma 6 CGM1414    Cromosoma 6 
I:1 I:2 
II:1 









































































































CGM-2179   Cromosoma 11 
I:1 I:2 


























XF2623     Cromosoma 12 
I:1 I:2 




































































 D13S1252  
XF1186   Cromosoma 13 
I:1 I:2 


























CGM2182     Cromosoma 16 
I:1 I:2 










































































XF977   Cromosoma 19 
I:1 I:2 































XF1338    Cromosoma 16 
I:1 I:2 























































XF1526   Cromosoma 20 
I:1 I:2 
II:1 
Posición en el 
cromosoma Mb 
2 
1 
1 
D20S108 
D20S96 
D20S899 
2 
1 
3 
1 
2 
2 
II:2 II:3 
D20S108 
D20S96 
D20S899 
2 
1 
1 
2 
1 
1 
2 
1 
1 
1 
2 
2 
1 
2 
2 
40,26 
41,52 
41,15 
XF1526 
 291 
 
 
